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(UFRPE). Fevereiro, 2014. Estudo ontogenético em frutos e sementes de Jatropha curcas |.

(Euphorbiaceae). Orientador: Marcelo Francisco Pompelli; Co-orientadoras: Emilia Cristina

Pereira de Arruda e Claudia Ulisses de Carvalho Silva.

RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie lenhosa-arbustiva, pertencente
a familia Euphorbiaceae que se caracteriza por apresentar uma facilidade de adaptacdo a
ambientes semiaridos, além de um rapido crescimento. Suas sementes oleaginosas
despertaram interesse por serem utilizadas como matéria-prima na obtencdo, principalmente,
de 6leo para a producdo de biocombustiveis. Sabendo que a fisiologia do amadurecimento dos
frutos, de um modo geral, envolve desde a producéo de fotoassimilados, para a sua formacéo
e desenvolvimento até o Gleo presente na semente, o objetivo deste trabalho foi identificar as
estruturas e substancias produzidas durante a ontogenia de frutos e sementes de J. curcas. O
material botanico foi composto por frutos em dez estadios de desenvolvimento, determinados
de acordo com os dias ap6s antese; coletados de individuos adultos de J. curcas, cultivados
em campo aberto em Rio Largo - AL. A partir desse material foram realizadas seccOes
anatbmicas seriadas em micrétomo para caracteriza¢cdo e acompanhamento da ontogenia dos
frutos e sementes do pinhdo-manso. Os frutos atingem seu maximo volume por volta de 47
DAA, mas com significativa reducdo a partir doa 54 DAA, guando os frutos se tornam secos e
escurecidos. Em muitos casos foi possivel observar a ma formacdo ou aborto de um ou
mesmo de dois évulos. Ha grande presenca de laticiferos por todo mesocarpo dos frutos,
podendo ser ramificados ou ndo, articulados ou ndo. As sementes se tornam completamente
maduro jA& com 13 DAA. O tegumento € composto de testa e tégmen, onde cada um
subdividido nitidamente. A camada mais externa da testa apresenta macroesclereides, fibras e
células lignificadas. Entretanto foi possivel observar a existéncia de algumas células sem
lignificacdo ao longo de toda semente. A partir de 18 DAA o0 endosperma comega a ser
consumido, com consequéncia de um aumento do corpo do embrido, o qual se mostra
totalmente desenvolvido aos 40 DAA, com a evidéncia de um eixo hipocotilo-radicula, além
de cotilédones e primérdios caulinar e radicular. As esclereides e fibras presentes no
tegumento seminal s@o responsaveis pela alta rigidez nas sementes de Jatropha curcas, porém

essa caracteristica, ao que tudo indica, ndo compromete o0 processo germinativo da especie.

Palavras-chave: anatomia, biocombustivel, pinhdo-manso, ontogenia
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a woody-shrubby species belonging to the Euphorbiaceae family, which
is characterized by having an easy adaptation to semiarid environments, and fast growth. Its
oilseeds aroused interest because they are mostly used as raw material to obtain oil for biofuel
production. Knowing that the physiology of ripening of Jatropha fruits involves since the
production of photoassimilates, to their formation and development, until the oil present in its
seed, the aim of this study was to identify the structures and substances produced during
ontogeny of their fruits and seeds. Botanical material, composed of fruits in ten stages of
development, according with the days after anthesis, were collected from adult individuals
of J. curcas, grown in an open field in the State of Alagoas. From this material were
performed anatomical sections in serial microtome for characterization and monitoring of the
ontogeny of Jatropha fruits and seeds. The fruits reach their maximum volume around 47
DAA, which suffers a reduction from 55 DAA, when they become dried and darkened. It was
possible to see in many cases malformation or abortion of one or even two eggs. There is
major presence of lactiferous all over fruit mesocarp, which may be branched or not,
articulated or not. The seeds become fully ripe 13 DAA. The tegument is composed of testa
and tegmen, where each one is clearly subdivided. The testa outermost layer has
macrosclereids, fibers and lignified cells. However, it was observed the existence of some
cells without lignification along the entire seed. Already from 18 DAA endosperm begins to
be consumed, in consequence of an increase in the embryo’s body, which shows fully
developed after 40 DAA, with evidence of a hypocotyl-radicle axis, besides cotyledons and
primordial stem and root. The sclereids and fibers present in seminal tegument are responsible
for the high rigidity in J. curcas seeds; however this characteristic, it seems, does not affect

the germination process of the species.

Keywords: anatomy, biofuel, purgint nut.
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1. INTRODUCAO

Em um cenério atual onde a intensidade dos fenémenos climaticos extremos é cada
vez mais frequentes decorrentes, direta ou indiretamente, da queima de combustiveis fosseis,
a busca de fontes de energia limpa e renovavel se faz necessaria e urgente. A producédo e o uso
do biodiesel no Brasil, como fonte de energia alternativa ao diesel de origem fdssil € muito
bem incentivado principalmente pelas suas vantagens de caracteres econdmicos, ambientais e
sociais. As pesquisas na area agricola devem buscar a domesticacdo de novas espécies e
aumentar a producdo de oOleo por hectare por meio de melhoramento genético e de préaticas
fitotécnicas adequadas. Nesse sentido, estudos morfofisioldgicos sdo fundamentais para se
estabelecer as bases cientificas de apoio a produgdo vegetal, levando em consideracdo a
elevada produtividade e qualidade do éleo em espécies promissoras, como € 0 caso do pinhéo-
manso (Jatropha curcas L.).

O pinhdo-manso é uma espécie perene da familia Euphorbiaceae, de fécil propagacéo
e rapido crescimento. Essas caracteristicas, bem como sua adaptabilidade em diferentes
condicdes ambientais, direcionam a espécie no sentido da exploragdo comercial para
a producdo de dleo, principalmente aquele destinado a bioenergia. Ademais, nas regides
aridas e semiaridas, a espécie pode ser, ainda, uma boa alternativa para produtores familiares
que podem, com pouca terra, produzir sementes com alto valor agregado.

E de senso comum que o sucesso da germinacéo e estabelecimento de uma planta em
um ambiente depende, ndo apenas das condicBes abidticas como temperatura e umidade, mas
também da qualidade e caracteristicas das sementes, as quais podem conter substancias
quimicas ou barreiras fisicas que interferem ou inibem o processo germinativo. Dentre as
barreiras quimicas estdo os compostos fenolicos, que apresentam papel importante na defesa
da planta, porém quando préximos do embrido, podem causar inibicdo enzimatica (e.g.
enzimas amiloliticas), provocando, como consequéncia, um retardo ou uma completa inibicdo
da germinacéo.

Estudos anatémicos de Orgdos reprodutivos, bem como a caracterizacdo das
estruturas presentes nas sementes sdo ferramentas importantes para o esclarecimento
taxondmico e fisiologico, principalmente por trazerem informacBes a cerca dos padrdes
morfologicos intrinsecos entre taxons; indicar provaveis formas de especializagdo nos 6rgéos
analisados, bem como fornecer bases seguras de compreensdo de estruturas e substancias
importantes para a ontogenia da planta. Nesse contexto, os estudos ontogenéticos podem
fornecer informagdes sobre as fases cruciais de acimulo de reservas e definir caracteristicas
tegumentares que possam estar relacionadas com a dorméncia das sementes, orientando

praticas fitotecnicas.



14

O presente trabalho buscou tracar um perfil entre a localizagdo dos compostos
organicos com o desenvolvimento embrionario. Os estudos realizados aqui devem, portanto,
auxiliar a elucidar os mecanismos ligados ao acimulo de compostos de reserva e tracar a
importancia dessas substancias para o desenvolvimento do fruto e da semente. Com isso, tem-
se como meta que essa dissertacdo permita a confeccdo de um artigo, intitulado
“Caracterizagdo e estudo ontogenético de frutos e sementes de Jatropha curcas L.”, contendo
o0s estudos ontogenéticos que evidenciam as alteragdes morfologicas e anatémicas dos frutos e

sementes de J. curcas desde a antese até a completa maturacdo do fruto.

2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Biodiesel no Brasil e no mundo

De um modo geral, os combustiveis fosseis, como o carvéo, petréleo e gas natural
sdo as principais fontes de energia utilizadas na atualidade. Porém, a queima desses
combustiveis favorece diretamente o aumento da temperatura global média, principalmente
devido a liberacao de gases como o didxido de carbono (CO,) e o didxido de enxofre (SO;) na
atmosfera (POMPELLI et al., 2011). Como consequéncia desse aumento da temperatura, a
amplitude e a distribuigéo das chuvas estdo sendo fortemente afetadas, assim como a elevagéo
dos niveis dos oceanos, em decorréncia do derretimento das calotas polares e 0 aumento na
frequéncia e intensidade de fendmenos climaticos extremos (MARENGO et al., 2010; 2012).

Nesse cenario, a busca de fontes de energia limpa e renovavel se faz necessaria.
Entre elas, estdo os biocombustiveis que vém sendo intensamente estudados e sua producdo
estimulada em muitos paises do mundo. Dentre os principais biocombustiveis destacam-se 0
bioetanol, o biogas, o biometanol, o bio-hidrogénio e o biodiesel (GOLDEMBERG, 2008;
LINDFELDT; WESTMARK, 2009; ESCOBAR et al., 2009; FONTES; FONTES, 2010).
Diferentemente do 6leo vegetal, o qual se refere ao 6leo in natura, sem ter passado por
nenhum processo quimico, o biodiesel é um éster de acidos graxos, obtido de fontes
renovaveis, em geral 6leos vegetais e residuais, bem como sebos animais (GOLDEMBERG,
2008; RAMOS, 1999). O biodiesel ¢ um combustivel biodegradavel, que apresenta
caracteristicas, assim esse biocombustivel: (i) € virtualmente livre de enxofre e compostos
aromaticos, (ii) apresenta um alto teor de cetanos, (iii) possui cerca de 11% de oxigénio (O,),
(iv) possui maior viscosidade e maior ponto de fulgor que o diesel convencional, (v) tem um
nicho de mercado especifico diretamente associado as atividades agricolas; (vi) tem preco de
mercado relativamente superior ao diesel comercial (RAMOS, 1999). Porém, com o incentivo

e avangos nas pesquisas para o aproveitamento dos subprodutos, como a glicerina e a torta
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residual da extracdo do 6leo (ARROYO et al., 2013), a produgdo de biodiesel de pinhao-
manso pode ser obtida a um preco menor e mais competitivo com o 6leo diesel convencional
(PARENTE, 2003).

No Brasil, estudos e testes de combustiveis alternativos e renovaveis, como alcool de
cana-de-agucar, tiveram inicio por volta da década de 1920, com a criacdo do Instituto
Nacional de Tecnologia (INT), o qual visou o desenvolvimento sustentavel do Brasil, através
da pesquisa tecnoldgica e estimulo da inovacdo (BRASIL, 1985). Porém, a producéo e uso de
biocombustiveis no Brasil so teve inicio na década de 1970 com o Programa Nacional do
Alcool (Pr6-alcool), o qual visava a substituicdo, em larga escala, dos derivados de petrleo.
Mas, foi somente cinco anos mais tarde, com o Pro-6leo (Plano de producdo de dleos vegetais
para fins energéticos), que mesmo nédo atingindo seu objetivo de substituir até 30% do 6leo
diesel por oOleos vegetais, fez com que a producdo de biodiesel passasse a ganhar destaque
como fonte alternativa de energia (FARIAS, 2012). Posteriormente, na década de 1980 foi
lancado entdo o PRODIESEL, com o incentivo de outras instituicdes de pesquisa, além da
Petrobrés e do Ministério da Aerondutica.

No final do século XX, entretanto, o Brasil passava por um momento econémico
delicado, e o preco do barril de petréleo apresentou uma forte desvalorizagdo, chegando ao
valor de US$ 15 (CUNHA, 2006). Nesse cenario, ndo havia mais espaco para incentivo e
fomento aos programas dedicados aos biocombustiveis e os mesmos foram, entéo,
abandonados pelo governo e pelas empresas parceiras (PARENTE, 2003; PAHL, 2008;
FARIAS, 2012). No entanto, estimulado por uma nova crise mundial do petréleo, o Brasil
ressuscita seu programa de biodiesel quando, em 2004, cria o Programa Nacional de Producéo
e Uso do Biodiesel (PNPB), o qual estabeleceu a obrigatoriedade da mistura de pelo menos
2% de biodiesel ao diesel convencional, em todo pais, a partir de 2008. Essa mistura geraria
uma demanda anual de 2 bilhdes de litros de biodiesel a serem produzidas a partir daquele ano
(SEBRAE, 2009). Além do acréscimo da producao de biocombustivel, esse programa também
estimularia pequenos produtores rurais, concedendo redugdo de tributos federais para
industrias que utilizassem matérias-primas destes produtores (DUARTE, 2008). Esses
investimentos foram sentidos prontamente quando o Brasil, em 210, foi elevado ao posto de
segundo maior produtor de biodiesel do mundo (BRASIL, 2011), tendo a Alemanha como
primeiro produtor. Atualmente, a producdo e uso de biodiesel vem sendo encorajados por
ecologistas e empresas de todo o mundo; de forma que o Brasil tem se tornado uma
importante poténcia na producdo do biodiesel, principalmente por sua vantagem de lideranca
na geracdo de bioenergia (FONTES; FONTES, 2010). Parte dessa lideranga se deve ao fato

que o Brasil apresenta uma ampla flexibilidade em relacdo as areas de cultivo, solo e clima
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favoraveis, bem como a diversidade das suas matérias-primas a serem empregadas (e.g.,
mamona, dendé ou palma, soja, girassol, babacu, pinhdo-manso, amendoim, etc.) (LIMA-
FILHO et al., 2008; POMPELLI et al., 2011). Assim, o Brasil tem perfeitas condi¢des para
liderar a producdo mundial de biodiesel, o que possibilitaria a substituicdo de até 60% da
producdo mundial de éleo diesel por biocombustiveis de origem vegetal (SEBRAE 2010).
Nesse contexto, algumas plantas oleaginosas vém se destacando com grande potencial para a
producdo de biodiesel, dentre essas, encontra-se 0 pinhdo-manso (Jatropha curcas L.)
(POMPELLI et al., 2011; KUMAR et al., 2012; SINGH et al., 2013).

Jatropha curcas L.

O género Jatropha possui cerca de 180 espécies amplamente distribuidas pelas
Américas, Asia e Africa (HENNING, 1999). J. curcas é uma espécie perene, mondica com
flores diclinas, lenhosa-arbustiva, pertencente a familia Euphorbiaceae. Embora ndo se
conheca ao certo o seu centro de origem (ACHTEN et al., 2010), estudos indicam que a
espécie € nativa dos paises da América Central e do Sul, ocorrendo de forma espontanea em
diversas regides do Brasil (HELLER, 1996; BELTRAO, 2005). J. curcas apresenta ampla
distribuicdo geogréfica devido a sua rusticidade, resisténcia a longas estiagens, sendo
adaptavel a condicBes edafoclimaticas muito varidveis (SATURNINO et al., 2005;
OLIVEIRA; BELTRAO, 2010), ocorrendo naturalmente desde a regido Sudeste e Centro
Oeste do Brasil até o Norte e, sobretudo, nos estados do Nordeste brasileiro, além de Goiés e
Minas Gerais (EPAMIG, 2003). A espécie também é encontrada naturalmente em outros
paises como India, China e Malasia (SINGH et al., 2013; 2013).

Botanicamente, o pinhdo-manso é caracterizado como um arbusto hermafrodita de
crescimento rapido, embora haja registros de arvores com mais de 8 m de altura e com
didametro do tronco de até 20 cm (SUNIL et al., 2013). Por estes motivos, fisiologicamente a
espécie é caracterizada com uma arvore de porte lenhoso (KRAMER; KOSLOWSKI, 1989;
SUNIL et al., 2013). A planta tem uma vida reprodutiva de cerca de 50 anos. Durante o seu
crescimento inicial, desenvolve um sistema radicular pivotante com poucas raizes periféricas,
variando entre 4 e 5, as quais sdo, em geral, curtas e pouco desenvolvidas (POMPELLI et al.,
2010). Suas folhas séo verdes e brilhantes, alternas, esparsas e largas, possuindo entre 6 a 15
cm de comprimento, com forma variando de cordiforme a palmatilobada, com um a seis
l6bulos (GUSMAO, 2010; SUNIL et al., 2013). Segundo a classificacdo de Eamus (1999), o
pinhdo-manso é uma espécie semidecidua, entretanto, em regiGes mais inospitas, como o
sertdo nordestino, a espéecie costuma se comportar como uma planta caducifolia, perdendo

totalmente suas folhas durante a estiagem (SINGH, et. al., 2013; 2013) Nestas localidades, a
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gueda quase que completa das folhas pode ser considerada como estratégia para reduzir a
perda de agua por transpiracdo, mesmo que suas folhas possam ressurgir logo apds as
primeiras chuvas (FERNANDES et al., 2013).

A abscisdo foliar produz no seu caule numerosas cicatrizes, caracteristicas da familia
Euphorbiaceae. O caule é castanho-acinzentado, liso, pouco resistente e ramificado desde a
base (HOPPEN, 2011). O tronco e ramos possuem inimeros vasos lactiferos, cujo latex pode
atuar na cicatrizacdo de ferimentos (CRUZ, 2010; FACT FOUNDATION, 2010).

No periodo de floracdo, J. curcas produz inflorescéncias na extremidade dos ramos
com flores unissexuais (SANTOS et al., 2010). O fruto é do tipo capsula ovdide, trilocular,
com didmetro variando entre 2,0 & 3,0 cm (POMPELLI et al., 2010), apresentando epicarpo
de coloracdo externa marrom-escura, quando maduro. Estudos indicam que o pinhdo-manso
pode produzir, em média, 100, 500, 2.000 e 4.000 g de sementes por planta no primeiro,
segundo, terceiro e quarto ano de cultivo, respectivamente (TOMINAGA et al., 2007). Essa
produtividade, entretanto, depende das condi¢des ambientais e espacamento entre as plantas.
N&o obstante, trabalhos publicados recentemente mostram que o genoétipo utilizado também
interfere no rendimento e no teor de 6leo das sementes (AHOTON; QUENUM, 2012;
KUMAR, 2012; VENDRAME et al., 2012; SINGH et al.; 2013). Mesmo com a capacidade
de se adaptar as mais diversas condi¢6es edafoclimaticas, resistindo a longos periodos de seca
e crescendo em solos pouco férteis (ARRUDA et al., 2004; DIAS et al., 2007; KUMAR,;
SHARMA, 2008; ACHTEN et al, 2008), a produtividade de J. curcas pode ser afetada em
locais com precipitagOes pluviais abaixo de 600 mm ao ano (HENING, 1999). Sendo assim,
para obter alta produtividade de frutos, a planta exige solos férteis e com boas condi¢tes
fisicas (LAVIOLA,; DIAS, 2008).

A grande importancia econdmica do pinhdo-manso se deve ao seu potencial para a
producdo de Gleo, devido ao alto teor encontrado nas sementes, que pode variar entre 25 e
58% (POMPELLI et al., 2010; PANDEY et al., 2012). O 6leo do pinhdo-manso tem sido
empregado para varias finalidades devido a sua baixa acidez, boa estabilidade a oxidag&o e
excelentes propriedades de fluidez a baixas temperaturas, sendo usado na medicina como
purgativo, bem como na inddstria cosmética, na fabricagdo de tintas e sabdes (COSTA et al.
2007; TAPANES et al., 2008). Além disso, tem indicagdo como lubrificante e combustivel
usado em motores a diesel (KUMAR; SHARMA, 2008). Quando comparado a outras
espécies oleaginosas (e.g. Ricinus communis e Elaeis guineensis), o 6leo do pinhdo-manso
mostra-se superior, devido ao seu baixo custo de producdo e, principalmente, sua composicéo
rica em acidos graxos insaturados, chegando a valores de até 73% (KUMAR; SHARMA,
2008).
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A planta apresenta varias outras potencialidades, como poder ser utilizada para o
controle da erosdo do solo (REUBENS et al., 2011), mesmo em areas com solos aridos,
devido a estabilidade da estrutura de suas raizes, contribuindo assim para um aumento da
cobertura vegetal em ambientes muito secos. Além disso, os subprodutos do pinhdo-manso
também podem ser aproveitados em aplicagdes industriais, nas quais o residuo da extra¢do do
6leo pode ser transformado e utilizado como fertilizante natural devido, principalmente, aos
altos teores de nitrogénio, potassio, fésforo e matéria organica presentes na torta
(JONGSCHAAP et al., 2007; POMPELLI et al., 2011). A torta, resultante da extracdo do 6leo
da semente também pode ser empregada como biopesticida devido a presenca de toxinas
fortes, como o éster de forbol (JONGSCHAAP et al., 2007). Porém, quando isenta desta
toxina, a torta pode se tornar uma rica fonte de proteinas e fibras para complementar a
alimentacdo animal (MAKKAR; BECKER, 2008; ARROYO et al., 2013). As cascas do fruto
também podem ser utilizadas como carvdo vegetal e matéria-prima na fabricacdo de papel
(POMPELLI et al., 2011).

Estudos anatomicos em Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é heterogénea e altamente diversificada (KAPIL;
BHATNAGAR, 1994) devido, principalmente, a grande variabilidade de caracteres
vegetativos e florais que apresenta. Assim, uma classificacao natural ou filogenética ndo pode
levar em conta somente caracteristicas morfologicas, uma vez que estes caracteres sdo
frequentemente alterados em funcdo dos estresses ambientais (KAPIL; BHATNAGAR,
1994). Neste sentido, os estudos anatdbmicos e embriolégicos constituem uma importante
ferramenta para a sistematica e compreensdo ecofisioldgica.

Entretanto, sdo raros os trabalhos que descrevam os caracteres anatémicos de 6rgaos
vegetativos da familia Euphorbiaceae, tendo destaque os trabalhos com Manihot caerulescens
(MENDONCGCA, 1983; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009), bem como trabalhos com o género
Croton sp. (PAOLI et al., 1995; FREITAS et al., 2001). Essa caréncia de estudos anatbmicos
sobre frutos de Euphorbiaceae constitui uma importante lacuna para os estudos estruturais,
principalmente quando se considera que esta familia apresenta diversos tipos morfologicos de
frutos, tais como esquizocarpo, capsulideo, drupoide e bacdide (BARROSO et al., 1999).
Trabalhos mais recentes (ANES et al., 2005) tém caracterizado morfologicamente os frutos,
as sementes e o desenvolvimento das plantulas de Jatropha elliptica. Esse trabalho é um
marco no estudo morfoldgico de J. elliptica, pois contribui com informacgdes importantes
sobre a caracterizagdo histologica do fruto, bem como sua biometria e deiscéncia. A semente

de J. elliptica, apresenta cartincula, hilo visivel e rafe bem demarcada (ANES et al., 2005),
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enquanto o embrido é reto, com cotilédones planos, folidceos e hipocétilo-radicula. A
germinacéo dessa espécie foi classificada como do tipo epigea e fanerocotiledonar (ANES et
al., 2005), descricao também adotada para J. curcas (POMPELLI et al., 2010).

Frutos e sementes

Frutos e sementes tém sido objetos de estudo de muitos pesquisadores, resultando em
consagradas publicacdes, como as de Martin (1946), Corner (1976), Roth (1977), Spjut
(1994), Werker (1997) e Barroso et al. (1999). Considerando-se que frutos e sementes exibem
pequena plasticidade fenotipica (AGUIAR, 2009), diversos autores tém se dedicado a ampliar
as informacdes morfoldgicas e anatbmicas referentes a esses orgaos. Esses estudos podem
subsidiar os trabalhos taxonémicos e ecoldgicos (MARTINS; OLIVEIRA, 2001), uma vez
que essas caracteristicas apresentam valores fitotécnicos relevantes. No que diz respeito as
sementes, a caréncia de estudos descritivos e ontogenéticos da estrutura seminal torna muito
dificeis as especulacdes a respeito das tendéncias evolutivas que afetaram esse 6rgdo
(VONTEICHMAN; VANWYK, 1991). Para Martin (1946), o estudo morfoldgico da regido
interna das sementes deve ser associado aos estudos da morfologia externa; sendo a
caracterizacdo das sementes baseada em diversos caracteres morfoldgicos e anatdmicos, como
tamanho e coloracdo, consisténcia do tegumento (seco ou carnoso — sarcotesta), nimero de
tegumentos, posi¢cdo da camada mecanica no tegumento (testal ou tégmica), presenca de
material de reserva (albuminosa ou exalbuminosa), tipo de material de reserva (endosperma
ou perisperma), tipo de endosperma (nuclear, celular ou helobial), presenca de apéndices e
estruturas especiais (asa, pélo, arilo, arildide, cartncula, estrofiolo e elaiossomo), assim como
tamanho, formato, numero de cotilédones e curvatura do embrido (VIDAL; VIDAL, 2007;
BELTRATI; PAOLI, 2004; PAOLI, 2006). Porém, muitas dessas caracteristicas ndo podem
ser determinadas em sementes maduras, mas apenas pelo estudo do desenvolvimento dos
Ovulos até a completa maturacdo das sementes (CORNER, 1976; OLIVEIRA; PAIVA, 2005).
Neste sentido, apds estudos com cerca de 1290 géneros de 155 familias de Angiospermas,
Martin (1946) promoveu uma classificacdo baseada na propor¢do dos embrides em relacédo ao
endosperma, bem como nas diferencas de forma e posi¢cdo do embrido no interior da semente.

Diversos estudos indicam que a familia Euphorbiaceae apresenta frutos em forma de
capsula com deiscéncia explosiva, que pode ser septicida, septicida-loculicida ou loculicida;
mais raramente, encontram-se frutos drupaceos, bacaceos ou samardides (CORDEIRO, 1992;
SATIRO; ROQUE, 2008; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009). As sementes das espécies desta
familia s&o, em geral, carunculadas, com tegumentos membranaceos, carnosos ou pétreos; o

endosperma € usualmente presente e o embrido, na maioria das vezes, € reto, com eixo
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hipocoétilo-radicula conico, apresentando dois cotilédones planos, arredondados e foliaceos
(CORDEIRO, 1992; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009).

A resisténcia mecanica e a composicdo quimica do tegumento podem estar
diretamente relacionadas com a dorméncia tegumentar em algumas espécies (FERREIRA;
BORGHETTI, 2004; BRIGGS et al., 2005). Ademais, analises anatdmicas e histoquimicas
sdo comumente utilizadas para determinar e localizar barreiras mecénicas e/ou quimicas no
tegumento de sementes e assim orientar métodos de quebra de dorméncia. Caracteristicas
qualitativas e quantitativas do material de reserva estdo relacionadas ndo apenas com 0
potencial de uso, mas também com a longevidade das sementes e condigdes de
armazenamento (FERREIRA; BORGHETT]I, 2004).

Compostos fenolicos

As plantas produzem uma grande variedade de substancias, as quais, a primeira vista,
ndo apresentariam nenhuma funcdo envolvida nos processos de crescimento e
desenvolvimento vegetal e por isso foram, primariamente, classificadas como metabdlitos
secundarios (VICKERY; VICKERY, 1981; MAKKAR et al., 2007). Dentre esses metabolitos
estdo os compostos fenolicos, os quais sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
definidos como produtos secundarios (GERSHENZON; ENGELBERTH, 2010), contendo
grupamentos fendlicos, sintetizados principalmente a partir de produtos da rota de acido
chiguimico (CHEYNIER et al., 2013). Os compostos fendlicos fazem parte de uma grande
familia com mais de 10000 substancias quimicas de grande heterogeneidade. Em geral, estes
compostos apresentam diferentes funcbes nas plantas, atuando tanto na defesa contra
herbivoria, como na sintese da lignina (GERSHENZON; ENGELBERTH, 2010; HOPPEN,
2011) ou nas interacBes planta versus patégeno (CHEYNIER et al., 2013). Os compostos
fenolicos também sédo responsaveis pelas propriedades organolépticas e cores de muitas flores
e frutos (CAMPANELLA, 1993; POMPELLI et al., 2007).

Os compostos fendlicos se destacam como os principais inibidores encontrados em
diferentes estruturas das sementes, interferindo, com frequéncia, no processo germinativo
(KURAS et al., 1999). Nas sementes de arroz, por exemplo, a dorméncia pode ser resultado
da acdo dos compostos fendlicos localizados no endosperma, no embrido e na casca
(AMARAL, 1992). Nas sementes de mamdo, esses compostos, quando presentes na
sarcotesta, sdo responsaveis pela germinagdo lenta e desuniforme (TOKUHISA et al., 2007),
enquanto que, em J. curcas, a presenca de compostos fenolicos costuma reduzir ou atrasar a
germinacdo das sementes, caso 0s compostos fenodlicos ndo sejam lixiviados previamente do

contato com a semente (POMPELLI et al., 2010). Entretanto, a inibicdo da germinacéo,
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promovida pelos compostos fendlicos, varia de acordo com sua localizagdo na semente
(MACIEL et al., 1992). Quando presentes na casca das sementes, os compostos fendlicos
interferem no processo de germinacdo, por consumir 0 OXigénio necessario ao Processo
respiratorio, restringindo assim, a quantidade de oxigénio que chega ao embrido (BEWLEY;
BLACK, 1994; PINOL; PALAZON, 1996). A localizacdo da estrutura que fixa o0 oxigénio,
entretanto, ndo se da unicamente no envoltdrio da semente, podendo ser encontrada também
no embrido, como ocorre em Curcubita sp. (TOOLE et al.,1956). Assim, 0s compostos
fenolicos podem atuar nos processos bioldgicos das sementes, como também apresentar
efeitos sinergisticos no alongamento da radicula, crescimento de plantulas e no brotamento de
gemas (EINHELLING et al., 1982; DIETRICH, 1986). A acdo inibitéria da germinacé&o,
atribuida aos compostos fenolicos pode ser explicada pela indicacdo desses compostos como
ativadores ou inibidores do sistema enzimaético, favorecendo ou ndo a atividade das auxinas,
que atuam, em conjunto com as citocininas e o &cido abscisico na formacdo do embrido e na
dorméncia da semente (GERSHENZON; ENGELBERTH, 2010).
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RESUMO

¢ Premissa do estudo: A fisiologia do amadurecimento dos frutos do pinhdo-manso
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(Jatropha curcas L.) envolve desde a producéo de fotoassimilados para formagéo e
desenvolvimento do embrido até o acimulo de 6leo na semente. Diante disso, buscou-se no
presente trabalho identificar as estruturas envolvidas na ontogenia dos frutos e sementes de
J. curcas.

Métodos: Foram coletados frutos de individuos adultos de J. curcas em dez estadios de
desenvolvimento, variando de acordo com os dias apés a antese (DAA). A partir desse
material foram realizadas ilustracfes botanicas a nanquim e testes histoquimicos, como
também, seccBes anatdmicas seriadas para caracterizacdes botanicas, as quais foram
registradas a partir de fotomicroscépio éptico e de varredura.

Resultados chave: Os frutos de pinhdo-manso sdo deiscentes, com cocas que se fendem
longitudinalmente. O mesocarpo apresenta grande quantidade de laticiferos que podem ser
ramificados ou ndo, articulados ou ndo. Nos frutos maduros é possivel observar feixes
colaterais na periferia do mesocarpo e feixes colaterais em U na regido mais préxima ao
endocarpo. A testa € multisseriada com uma regido mais externa lignificada com presenca
de macroesclereides. Na semente, a presenca do funiculo persiste até o0 07 DAA,
desaparecendo com sua maturacao. Inicialmente, o embrido consiste de um eixo
hipocdtilo-radicula, dois cotilédones sésseis sendo os primordios caulinar e radicular
representados pelos respectivos meristemas apicais.

Conclusoes: A presenca de macroesclereides e fibras presentes no tegumento da semente
confere @ mesma, a rigidez necessaria para protecdo do embrido, porém, aparentemente, e

néo interferem negativamente no processo germinativo.

Palavras-chave: anatomia; biodiesel; desenvolvimento, pinhdo-manso
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O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), pertencente a familia Euphorbiaceae, é uma
planta perene, mondica, com habito arbdreo e de facil propagacdo. Seu centro de origem é
ainda é incerto, embora acredite-se que a espécie seja nativa da América Central, se encontre
bem disseminada e adaptada pela América Tropical, Asia e Africa (Henning, 1999). No
Brasil, a espécie ocorre naturalmente desde a regido Sudeste e Centro Oeste do Brasil, até o
Norte e, sobretudo, nos estados do Nordeste brasileiro, além de Goias e Minas Gerais
(Epamig, 2003).

J. curcas apresenta diversas caracteristicas morfofisiologicas que despertam atencéo.
Dentre elas, destaca-se sua rapida producdo de flores e frutos, geralmente a partir do segundo
ano, e sua produtividade satisfatéria por pelo menos 30 anos (Pompelli et al., 2011).
Entretanto, a produtividade do pinhdo-manso varia conforme a regido de cultivo e é
diretamente dependente da regularidade pluviométrica e fertilidade do solo, além de depender
de tratos culturais adequados (Drumond et al., 2010). J. curcas apresenta ainda um grande
potencial econémico, principalmente pelo uso de suas sementes como matéria-prima para
obtencdo de 6leo destinado a producdo de biodiesel, uma vez que sua composicao pode
encerrar até 58% de 6leo (p/p) (Pompelli et al., 2010), o qual é constitui¢do, formado por
cerca de 73% de acidos graxos insaturados (Pramanik, 2003): os preferiveis pelas industrias
de biodiesel (Moncaleano-Escandon et al., 2013). Além da utilizagdo como biodiesel, o 6leo
de J. curcas pode ser usado na fabricacao de sab&o e tinta, ou mesmo como base nas
indUstrias farmacéutica e cosmética na producdo de cremes, géis, pomadas e sabonetes
(Augustus et al., 2002; Kheira and Atta, 2009). Devido as suas raizes ramificadas e
superficiais, a espécie pode ser, ainda, empregada para evitar a erosao do solo (Reubens et al.,

2011). Devido a essas caracteristicas, o pinhdo-manso é uma boa fonte de renda alternativa
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para produtores familiares localizados em regides aridas e semiaridas do mundo, bem como
na Caatinga (Openshaw, 2000; Achten et al., 2008; Kumar and Sharma, 2008).

Como o principal uso comercial do pinhdo-manso sdo suas sementes, a formacéo
desta estrutura deve ser estudada com uma conotacdo botanica e bioquimica. Sabe-se que o
desenvolvimento dos frutos e seu padrdo de qualidade sdo fortemente influenciados pela
atividade fotossintética, sendo esses 6rgdos de reserva, juntamente com as sementes em
desenvolvimento, drenos com grande capacidade de influenciar a producao de
fotoassimilados durante a fotossintese (Silva et al., 2011). Dentre esses fotoassimilados estéo
0s 0Oleos, que séo a base das reservas da semente das espécies oleaginosas como 0s
representantes da familia Euphorbiaceae como uma das suas principais representantes
(Ferreira and Borghetti, 2004).

A caracterizacao dos frutos e sementes é baseada em diversos caracteres
morfoldgicos e anatdbmicos, como consisténcia e nimero de tegumentos, bem como a
localizagdo da camada mecéanica destes, presenca e tipo de material de reserva, tipo de
endosperma, presenca de apéndices e estruturas especiais, assim como tamanho, coloracéo,
formato, nimero de cotilédones e curvatura do embrido (Beltrati and Paoli, 2004; Paoli, 2006;
Vidal and Vidal, 2007). Como a grande maioria destas caracteristicas pode ndo ser claramente
visualizada em frutos e sementes maduras, estudos ontogenéticos se tornam fundamentais
para a completa descrigdo destas estruturas (Corner, 1976; Oliveira and Paiva, 2005). Por
meio de estudos ontogenéticos e histoquimicos é possivel verificar padrdes morfoldgicos e
anatdmicos comuns entre taxons, indicar provaveis formas de especializa¢do nos 0rgaos
analisados, bem como fornecer bases seguras de compreenséo de estruturas e substancias

importantes para o desenvolvimento da planta.
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Ademais, os estudos anatdbmicos podem fornecer informac6es sobre o acimulo de
material de reserva em sementes e definir caracteristicas tegumentares que possam estar
relacionadas com a dorméncia das sementes. O conhecimento destes conceitos pode orientar
possiveis praticas fitotécnicas para manejo de J. curcas, visto que a germinacao é um periodo
critico do sucesso vegetal. Quando se pensa em estudos ontogenéticos com Euphorbiaceae, a
amplitude de trabalho é bastante reduzida. E quando o foco de pesquisa € J. curcas, inexiste
qualquer publicacdo até o momento. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou a
identificacdo das estruturas produzidas durante a ontogenia dos frutos e sementes de J.
curcas, caracterizando os principais eventos que ocorrem em cada uma das fases do
desenvolvimento de frutos e sementes, bem como identificar as reservas presentes nas

sementes maduras.

MATERIAIS E METODOS
Area de estudo e desenho experimental
Os estudos foram realizados em um cultivo experimental na Universidade Federal de Alagoas
(09°27°60” S; 35°49°41” W, 131 m.a.s.l.), no municipio de Rio Largo, AL, Brasil. A regido é
descrita como uma planicie costeira, situada na Zona da Mata alagoana, caracterizada por
apresentar um clima tropical com estacéo seca no verao, marcada entre setembro e fevereiro,
e periodo chuvoso entre os meses de maio e agosto (Pompelli et al., 2010). A precipitacdo
média anual da regido ¢é de, aproximadamente, 1500 mm, sendo 0 més de junho caracterizado
como 0 mais chuvoso e novembro o mais seco (Sudene, 2012). Cumpre ressaltar que durante
0 periodo avaliado (janeiro a abril de 2012), na regido estudada a precipitacdo média mensal

foi de 79,7 £ 26,9 mm, sendo 0 més de janeiro 0 mais chuvoso (108,2 mm) e abril 0 mais seco
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(43,2 mm). No mesmo periodo avaliado, a temperatura media se manteve na faixa de 28°C
(Agritempo, 2013).

Plantas adultas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), com idade média de oito anos,
foram selecionadas para este estudo. O cultivo experimental foi obtido a partir de um banco
de semente, abrangendo uma ampla variedade genética. O espacamento entre as plantas foi de
2 X 2 m, totalizando, aproximadamente, 2500 plantas por hectare. Anualmente, durante a
estacdo chuvosa, cada planta recebeu 170 g de fésforo como superfosfato simples. Para
equilibrar as taxas de S-SOy, carregado pelo fosforo, foi utilizado calcario para complementar
os niveis de S e Ca. As taxas de N e K,O foram de 350 e 170 g por planta, aplicadas,
respectivamente, como uréia e cloreto de potassio.

Os dados de precipitacdo e temperatura do ar durante o periodo do experimento foram
obtidos na estacdo Meteoroldgica automatica do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade

Federal de Alagoas — UFAL (9°27°55” S, 35°49°42” W, 133 m.a.s.l.).

Coleta e preparacgdo de material

Ramos florais terminais foram, isoladamente e aleatoriamente, marcados em individuos
adultos. A partir desse momento, o desenvolvimento dos érgdos reprodutivos foi
acompanhado desde a antese até o dia da coleta, com a respectiva formacao dos frutos. De
acordo com os dias ap6s antese (DAA) (Tabela 1), frutos de dez estadios de desenvolvimento
foram coletados e utilizados neste estudo. Todos os frutos, independente do seu DAA, foram
prontamente fixados em FAA50 (Johansen, 1940) por 48 horas, seguindo-se a conservacao
em alcool etilico 70% (Jensen, 1962). Os materiais foram, entdo, encaminhados ao
Laboratorio de Anatomia Vegetal do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal

de Pernambuco (LAVeg/UFPE) onde foram processados. Amostras do material vegetal foram
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submetidas a desidratacdo em série etanol-butanol terciario (50% a 100%) em sistema de
vacuo. Posteriormente, o material foi transferido ao butanol puro onde permaneceu por 12h.
Completado o processo de desidratacdo, as amostras foram, entdo, infiltradas e incluidas em
parafina em série butanol-parafina (3:1, 1:1, 1:3), sendo, posteriormente, transferidas para a
parafina pura efetuando-se mais 2-3 trocas. Todo o procedimento de infiltracao e inclusdo em
parafina foi realizado em estufa a 60°C (para mais detalhes da técnica ver Kraus and Arduin
(1997).

Os materiais emblocados foram processados no Laboratdrio de Cultura de Tecidos
Vegetais (LCTV/UFRPE) e no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).
Seccdes seriadas de 10 um de espessura foram realizadas a partir de um micrétomo rotativo
(mod. RM 2135 — Leica, Englewood, CO, USA). Os materiais foram, entdo, corados com
dupla coloracéo, (i.e. 1 hora em azul de Alcian, seguindo por 20 minutos em safranina) e,
posteriormente, montados em laminas permanentes com balsamo do Canada (Bukatsch,
1972). O registro fotografico foi obtido a partir de um fotomicroscépio 6ptico (mod. DM 500
— Leica, Englewood, CO, USA) utilizando o software de processamento de imagens Leica
Application Suite LA EZ, versdo 2.0.0 (Leica, Englewood, CO, USA).

Parte dos cortes obtidos no micrétomo foram submetidos a testes histoquimicos
através da utilizacdo de Sudam Il (Pearce, 1972) para lipidios totais; Dicromato de potassio
(Gabe, 1968) para compostos fenolicos nao estruturais; Lugol (Johansen, 1940) para amido;
Vermelho de ruténio (Johansen, 1940) para pectinas e Azul de Coomassie (Fisher, 1968) para
proteinas totais.

Para a analise das células do tegumento individualizadas, foi utilizada a técnica de
dissociacgdo por meio da utilizagdo da solugéo de peroxido de hidrogénio e &cido acético 1:1

(v/v) (Franklin, 1945) ou com hipoclorito de sodio 50% quando pertinente. Apés
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descoloracdo natural, o material foi lavado em agua destilada até a completa remocéo da
solucéo de dissociacdo (Franklin) ou do hipoclorito de sodio, e corado com safranina 1%
aquosa (Kraus and Arduin, 1997). As laminas semi-permanentes foram montadas em
glicerina 50% (Purvis et al., 1964).

Parte do material fixado foi desidratada em séries crescentes de etanol (50%, 70%,
90% e 100%) e posteriormente submetida ao ponto critico (HCP-2 — HITACHI) e
metalizados no Fine Coat — 1100 — JEOL. O material foi observado no MEV JEOL - JSM
5600LV (Nucleo de Plataforma Tecnoldgica-1 / Centro de Pesquisas Ageu
Magalhdes/CPqAM-FIOCRUZ e Laboratorio de Microscopia Eletronica/ Laboratério de

Imunopatologia Keizo Asami/LIKA-UFPE).

lustragdes botanicas

Para caracteriza¢fes morfoldgicas foram confeccionadas ilustragdes botanicas em nanquim
contendo os diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos, bem como flores masculinas e
femininas. Para uma caracterizacdo mais detalhada utilizou-se um estereomicroscopio com

camara clara (mod. SFC-11C N2GG, Motic, British Columbia, Canada).

Biometria dos frutos
Em cada um dos estadios apds antese, o diametro polar e equatorial de 20 frutos foram

obtidos com a utilizacdo de um paquimetro digital (Zaas Precision, Piracicaba, SP, Brasil).
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RESULTADOS

Caracterizacéo da flor
As flores de J. curcas sdo unissexuais (Fig. 1; Fig. 2) dispostas em inflorescéncias terminais
monoicas, apresentando coloracdo amarelo-esverdeada, além de pentameras. As flores
femininas (Fig. 1A, Fig.2A) apresentam peddnculos longos e isolados, ovario supero com
nectario em sua base, trés carpelos com trés estigmas bifurcados e trés l6culos, produzindo,
cada, um o6vulo. As flores masculinas (Fig. 1B; Fig. 2B) sao diplostémones, com 10 estames
homodinamos, unidos apenas pela base. As anteras sao bitecadas e livres entre si, com

deiscéncia do tipo longitudinal.

Caracterizacgao do desenvolvimento do fruto
O desenvolvimento do fruto aconteceu de modo constante ao longo dos estadios avaliados
cujas particularidades serdo destacadas.

Os frutos apresentam diametro polar variando de 2,9 a 34 mm e didmetro equatorial
variando de 1,9 a 28,6 mm, atingindo seu méximo de desenvolvimento por volta de 47 DAA.
Estas medidas mostram leves reduces com a desidratacdo dos frutos promovida a partir de
54 DAA, quando o fruto se torna seco e escurecido. Independente do estadio de
desenvolvimento, os frutos tém formato oval (Fig. 1C-J), com epicarpo apresentando
coloracgéo externa variando entre verde claro (de 4 DAA a 27 DAA), amarelo citrino (de 40
DAA a 47 DAA) ou marrom escuro (a partir de 54 DAA). Os frutos de J. curcas séo
provenientes de ovario tricarpelar e trilocular, com um 6vulo em cada loculo (Fig. 2C-J; Fig.
3A-B). Em alguns casos, entretanto, pode ser observada a ma formagé&o ou aborto de um

ovulo (Fig. 2F; 2I; Fig. 3C-D) ou mesmo dois dos évulos (Fig. 2G).
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Do ponto de vista anatémico, foi possivel observar que a regido central do fruto é
representada por uma coluna central persistente denominada de carpéforo, que apresenta trés
grandes feixes colaterais, 0s quais correspondem aos feixes ventrais presentes no ovario da
flor (Fig. 3C). A partir dos septos desta estrutura é possivel perceber ainda o tecido de
separacdo de cada um dos merocarpos (Fig. 3A-C; Fig.4A).

Quanto ao desenvolvimento do pericarpo, foi possivel perceber que nos estadios
iniciais de desenvolvimento, o0 exocarpo ou epicarpo do fruto apresenta uma Unica camada de
células (Fig. 4B), apresentando cuticula delgada e estbmatos ao mesmo nivel das demais
células epidérmicas (dados ndo mostrados). A partir de 13 DAA é possivel observar divisdes
mitdticas periclinais da camada de células inicial com a formagao de uma nova camada no
epicarpo, o qual torna-se, entdo, biestratificado (Fig. 4B). O mesocarpo é multiestratificado
apresentando um unico estrato de células (Fig. 4A-F), resultante de divisdes celulares em
varios planos tornando-se constituido por células parenquimaticas e isodiamétricas, nas quais
se observam idioblastos contendo drusas (Fig. 4C), além de grande quantidade de laticiferos e
feixes vasculares colaterais laterais (Fig. 4D-F). Os laticiferos estdo dispersos por todo o
mesocarpo e podem ser ramificados ou ndo (Fig. 4D), bem como articulados ou ndo. Vale
salientar, ainda, que, aparentemente, os frutos mais jovens apresentam laticiferos em maior
namero, quando comparados aos mais diferenciados. Com, aproximadamente, 27 DAA é
possivel observar feixes colaterais, localizados na regido mais externa do mesocarpo, assim
como na regido mais interna adjacente ao endocarpo, assumindo forma de U (Fig. 5A-B). E
possivel observar, ainda, que a partir de 54 DAA 0 mesocarpo torna-se mais fino, devido ao
colapso de algumas células, quando comparado as fases anteriores (Fig. 5C-D),

caracterizando a murcha do fruto, quando completamente maduro.
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O endocarpo se caracteriza pela presenca de 3 a 5 camadas de células (dados nao
mostrados). Entretanto, com a maturacdo do fruto, essa camada do pericarpo mostra
perceptiveis modificaces sendo observados dois estratos de células, um mais externo cujas
células tornam-se alongadas tangencial e obliquamente e um mais interno cujas células séo
isodiamétricas (Fig. 5B). Em ambos o0s estratos, as células tornam-se completamente

espessadas a partir de 27 DAA (Fig. 5A-B;D).

Caracterizacdo do desenvolvimento da semente

O desenvolvimento da semente, incluindo tegumentos, endosperma e embri&o, nos diferentes
estadios, pode ser acompanhado através das figuras 6A-F e 7A-D.

As sementes apresentam uma caruncula esbranquigada bastante desenvolvida, recobrindo a
regido da micropila, formada por células parenquimaticas isodiamétricas que, provavelmente,
acumulam substancias lipidicas e/ou protéicas (Fig. 6A). Além disso, sdo oriundas de évulos
anatropos (Fig. 6C). Até 7 DAA a semente ainda permanece ligada ao fruto pelo funiculo

(Fig. 6C-D), que desaparece a partir do 13 DAA, quando a semente se apresenta madura.

Tegumentos da semente

As sementes apresentam testa e tégmen (Fig. 7B) sendo, portanto, bitégmicas. A testa é
multisseriada e apresenta cerca de 8-10 camadas de células de espessura com perfeita
distincdo entre exotesta, mesotesta e endotesta (Fig.7B; D). A exotesta é unisseriada e se
caracteriza pela presenca de células epidérmicas, que até 22 DAA s&o poliédricas, tornando-se
alongadas e esclerificadas a partir de 27 DAA. Entretanto, algumas células da exotesta
permanecem sem lignificacdo ao longo de toda a semente (Fig. 7B; D; Fig. 8A-D). Ainda

nessa camada é possivel visualizar esclereides do tipo macroesclereides (Fig. 9A), bem como
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fibras que podem se encontrar isoladamente (Fig. 9B), ou em arranjos de estrela (Fig. 9C) ou
agrupadas longitudinalmente (Fig. 9D). A mesotesta € multisseriada, com células ndo
lignificadas isodiamétricas, além de apresentar muitos laticiferos e drusas. A endotesta é
unisseriada com células curtas, colunares, com paredes delgadas e sem espessamentos (Fig.
7B).

O tégmen é multisseriado e mais espesso em namero de camadas de células, podendo
atingir entre 20-30 camadas. Da mesma forma que a testa, o té¢gmen pode ser nitidamente
subdividido em exotégmen, mesotégmen e endotégmen (Fig. 7B; D).

O exotégmen é formado por uma camada de células cujas paredes inicialmente sdo
colunares e curtas, ndo apresentando espessamentos. Entretanto, a partir de 22 DAA, as
células se tornam anticlinalmente alongadas, com paredes espessadas. O mesotégmen é
constituido por amplas células ndo lignificadas parenquiméticas em intensa atividade mitotica
ao longo do desenvolvimento da semente, sendo encontrados feixes vasculares colaterais que
formam um anel em volta do embrido. Esses feixes percorrem parcialmente o mesotégmen e
atingem a regido da calaza, que mostra colapso ao longo do desenvolvimento da semente,
com a maturagdo do embrido. O endotégmen, que delimita o embrido, apresenta-se
unisseriado, formado por curtas células que ndo apresentam espessamento de parede.

A partir de 27 DAA é possivel identificar a presenca de substancias lipidicas (ou
compostos fenolicos) no tegumento da semente, assim como a presenca de esclereides no
mesotégmen. A partir de 40 DAA, o exotégmen, que nos estadios anteriores (até 27 DAA) era
formado por uma unica camada de células, se apresenta agora com arranjo multiestratificado

(Fig. 7 B; D).
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Endosperma e embrido
Imediatamente abaixo dos tegumentos da semente se encontra o embrido, que até 22 DAA
constituia uma simples estrutura esférica, caracterizada por um reduzido aglomerado de
células indiferenciadas, mas que a partir de 27 DAA mostra-se mais desenvolvido (Fig. 6F).
Concomitante ao desenvolvimento embrionario é possivel observar o desenvolvimento do
endosperma. O endosperma é composto por amplas celulas parenquimaticas que armazenam
substancias lipidicas e proteicas. A partir de 18 DAA, o0 endosperma comeca a ser consumido
em detrimento da diferenciacdo dos tecidos embrionarios e aumento do corpo do embrido,
embora grande parte do endosperma permanegca visivel, uma vez que a semente de J. curcas é
classificada como endospermada.

A partir de 40 DAA, o embrido apresenta eixo hipocotilo-radicula, plimula e dois
amplos cotilédones delgados, planos e sésseis (Fig. 6E; 7C), cujas extremidades sdo
representadas pelos meristemas apicais (Fig. 7A). Os testes histoquimicos foram realizados

em sementes no Ultimo estadio de desenvolvimento conforme apresentados na tabela 3.

DISCUSSAO

De modo geral, sdo escassas as informacdes sobre a anatomia de 6rgdos reprodutivos de
Euphorbiaceae na literatura, devido, principalmente, a dificuldade de obtencéo de material
para analise (Bobrov et al., 2005). Por isso, muitos trabalhos se baseiam em caracteres
morfolégicos externos, que podem trazer informagdes imprecisas, ou até mesmo, erréneas.

Caracteristicas morfoldgicas basicas do fruto de pinhdo-manso foram descritas por
Pompelli et al. (2010), os quais mencionaram a presenga de uma semente dentro de cada
I6bulo, sendo encontradas, trés sementes por fruto. Essa observagdo também foi relatada no

presente trabalho, resaltando, porém, a ocorréncia, ndo rara, de aborto dos 6vulos em diversos
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frutos dessa espécie. Segundo Mayhew (2006), € comum a ocorréncia de abortos seletivos em
plantas, principalmente pela incompatibilidade genética entre os 6vulos e os tubos polinicos.
Nesse sentido, a polinizacdo com grédos de poélen com baixa variabilidade genética em relacéo
a flor receptora aumenta as chances de ocorrer aborto (Bressan et al., 2013). Esse fendbmeno,
apontado por Bressan et al. (2013), pode entdo, explicar a perda de semente visualizada em
frutos de J. curcas, visto que essa espécie apresenta um sistema misto de reproducéo,
combinando autofecundacdo, apomixia, de forma assexuada e sem troca de polen.

Quando maduros, os frutos secos apresentam um mecanismo de deiscéncia que
envolve, desde a estrutura e arranjo dos tecidos do pericarpo, como a ocorréncia de um tecido
de sutura que percorre desde o exocarpo até o endocarpo (Fahn and Zohary, 1955; Roth,
1977; Souza, 2006). Segundo Gagliardi et al. (2012), o arranjo das fibras e macroesclereides
presentes no mesocarpo dos frutos de Euphorbiaceae estdo dispostos de forma que as células
de uma camada estdo entrelacadas as células da outra camada. Esse entrelacamento €
promovido pelo movimento da agua durante o processo de desidratacdo que antecede a
deiscéncia (Gagliardi et al., 2012), e que leva a um aumento da presséo interna do pericarpo
provocando a abertura do fruto (Roth, 1977). Possivelmente, é esta desidratacdo ocorrida com
a maturacdo dos frutos que os deixa levemente menores do que os frutos verdes, ou verde-
maduros. Em geral sdo descritos dois tipos fundamentais de mecanismos de deiscéncia em
frutos: e.g., o higroscopico e o de turgor (Aguiar et al., 2009). O mecanismo do tipo
higroscopico esta relacionado com o encolhimento ou distensdo das paredes celulares mortas,
enquanto que o mecanismo do tipo turgor depende de células vivas. Assim, a partir do
observado nesse trabalho pode-se inferir que a deiscéncia de J. curcas € do tipo higroscopica
Xerocasica, uma vez que, ao longo do desenvolvimento, o pericarpo sofre encolhimento e se

desidrata, diminuindo consideravelmente seu tamanho. Esta constata¢éo é corroborada pelos
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trabalhos de Gagliardi et al. (2012), os quais estudaram as espécies Euphorbia graminea
Jacq., E. heterophylla L., E. hirta e E. prostrata Aiton, pertencentes a familia Euphorbiaceae,
nas quais o fenémeno da xerocasia também ocorre.

A lignificacdo do endocarpo, que ocorre nos ultimos estadios de desenvolvimento,
contribui para a protecéo e o crescimento das sementes no interior dos frutos, bem como
também auxilia na deiscéncia do mesmo, possivelmente devido a presenca de uma linha de
deiscéncia que ocorre nas fibras no mesocarpo (Aguiar, Carmello-Guerreiro, and Kinoshita,
2009). Segundo Gagliardi et al. (2012), os frutos da familia Euphorbiaceae apresentam um
tecido de sutura entre os carpelos, também evidenciado nesse estudo em J. curcas, o qual
formaréa a fenda de abertura do pericarpo, permanecendo ligados apenas pelo carpéforo, tipico
dos frutos esquizocarpos. Essa classificacdo também foi encontrada em outros frutos de
diversas espécies das Euphorbiaceae (Barroso et al., 1999).

Mesmo ap6s completa desidratacdo, os frutos de J. curcas mantém suas sementes no
seu interior. Esse mecanismo € descrito, por muitos autores, como serotinia, sendo um
mecanismo muito comum em regides com climatologia fortemente sazonal, em regides de
solos pobres e sujeitos a uma deficiéncia hidrica frequente (Lamont et al., 1991). Esse
fendmeno também é comum no cerrado, onde as plantas sdo frequentemente afetadas pelo
fogo (Simon and Pennington, 2012).

As sementes das espécies da familia Euphorbiaceae apresentam, em geral, uma
conformacédo muito semelhante, uma vez que todas tém um endosperma bem desenvolvido,
carnoso e rico em reservas, sendo os lipidios as principais substancias de reserva (Barroso et
al., 1999). As observacOes descritas nesse trabalho para J. curcas seguem o padrdo relatado
por outros trabalhos para outras espécies da familia Euphorbiaceae, e.g., Ricinus communis

(Singh, 1954), Croton bonplandianum (Singh and Chopra, 1970), Manihot caerulescens e
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Manihot tripartita (Oliveira and Oliveira, 2009), Dalechampia stipulacea (Silva and Souza,
2009), que apresentam Gvulos do tipo anatropos, péndulos, bitegumentados, crassinucelados,
com sementes providas de carincula e rafe bem demarcada.

A carlncula ou elaiossomo € uma estrutura muito comum em espécies da familia
Euphorbiaceae (Oliveira and Oliveira, 2009). Em termos gerais, 0 elaiossomo mostra uma
regido carnosa e comestivel da semente, que tem como principal funcao atrair formigas (Lisci
etal., 1996). Ademais, a carincula também pode induzir a dorméncia e auxiliar a absorcdo de
agua do solo (Lisci et al.,1996). A presenca de uma carincula bem desenvolvida e rica em
compostos lipidicos parece ser uma das caracteristicas das sementes de J. curcas. Esta
estrutura esta envolvida no processo de mimercocoria (i.e. dispersao dos frutos/sementes,
tendo as formigas como vetor), como também foi destacado nas sementes de Manihot
caerulescens e M. tripartita, descrito por Oliveira and Oliveira (2009). Para essas duas
espécies, entretanto, os autores descrevem uma cardncula cuticulada, caracteristica que ndo
foi observada nas sementes de J. curcas. Em sementes de R. communis a caruncula parece
também estar envolvida no processo de desidratacdo, reidratacdo e germinacao das sementes
(Bianchini and Pacini, 1996).

A testa da semente, aparentemente, é o tegumento que mais apresenta modificacoes
ao longo do desenvolvimento, principalmente pelo colapso das células e afinamento das
camadas da mesotesta, COmo um mecanismo que promove a comunicag¢ao do embrido com o
meio externo depois da completa maturacdo da semente. Com efeito, tem-se sugerido que esta
estrutura possa favorecer a obtencéo de agua, sais e oxigénio dentre outros fatores associados
ao processo de germinacdo (Miranda et al., 2011).

E sabido que as macroesclereides estdo intimamente relacionadas com a

impermeabilidade de agua das sementes (Gopinathan and Babu, 1985), podendo, algumas
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vezes, serem consideradas como promotoras da dorméncia tegumentar da espécie. Essa
evidéncia parte do principio de que a presenca das macroesclereides pode impedir a passagem
de &4gua para o embrido em desenvolvimento (Ferreira et al., 2011). Entretanto, é possivel que
em J. curcas, as macroesclereides presentes no tegumento das sementes ndo imponham essa
barreira fisica para a passagem de agua, uma vez que as sementes dessa espécie sao ortodoxas
e apresentam um teor de agua bastante elevado (~18%), o que permite uma rapida e facil
captacdo de agua quando em processo de embebicdo (Pompelli et al., 2010). Provavelmente,
essa permeabilidade encontrada nas sementes de pinhdo-manso seja possibilitada pelos
espacamentos entre as células da testa, semelhantes a linha fissural (pleurograma) das
sementes de leguminosas e como o canal hilar, presente em Cactaceae a qual séo regides de
maior fragilidade na superficie do tegumento, o que também facilita a embebicdo da semente
(Margarido, 1977; Lima, 1985; Melo-Pinna et al., 1999; Orozco-Segovia et al., 2007). Ainda
segundo Orozco-Segovia et al. (2007), a primeira fase na germinacéo das sementes de
Opuntia tomentosa inicia-se pela abertura desse canal, através do qual o embrido entra em
contato com a agua, favorecendo assim, a retomada do metabolismo e emissdo da radicula.

Alem das barreiras fisicas, os frutos e sementes de J. curcas apresentaram uma grande
concentracdo de idioblastos contendo compostos fendlicos. Essas substancias fendlicas,
quando presentes no tegumento da semente, impedem a passagem de oxigénio, levando a
limitacdo desse gas para o embrido, acarretando dorméncia (Taylorson and Hendricks, 1977).
Ademais, esse grupo de substancias pode atuar como defesa quimica dos vegetais contra a
predacdo (Swain, 1979). Estas substancias se tornam fundamentais em regides inospitas,
como ocorre nas regides aridas e semiaridas, de onde J. curcas parece ser nativa. Nestas areas,
a espécie encontra-se adaptada sem que exista grande predacdo dos frutos e sementes por

herbivoros, possivelmente devido a grande presenca de compostos fenolicos nas sementes
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dessa espécie (Pompelli et al., 2010). Cumpre ressaltar, entretanto, que as substancias
fenolicas, por sua natureza soltvel em agua, sdo facilmente lixiviadas das sementes de J.
curcas durante o processo de embebicédo e germinacdo (Pompelli et al., 2010).

Sendo assim, o afinamento e colapso, que ocorrem tanto no pericarpo quanto na
testa, bem como a presenca de poros na superficie do tegumento, possivelmente estao
envolvidos na facilitacdo da passagem de substancias, principalmente, agua e oxigénio,
promovendo a retomada do metabolismo embrionario e emissdo da radicula, garantindo o

sucesso da germinacéo

CONCLUSAO
A ontogénese ajuda a corroborar a morfoanatomia tipicas de representantes da familia
Euphorbiaceae como as encontradas em Jatropha curcas, tais como a presenca de grande
quantidade de laticiferos, com carincula bem desenvolvida e endosperma ocupando maior
parte da semente. Sendo a garantia do sucesso do desenvolvimento embrionario relacionada
com a grande quantidade de reserva de lipideos e proteinas, bem como a presenca de um
tegumento rigido que fornece prote¢do ao embriao.

Como contribuicdo mais significativa, esse trabalho mostra que a rigidez do tegumento
seminal é dada pela presenca de fibras e esclereides as quais certamente estdo envolvidas com
0 processo de germinacao.

Sendo assim, do ponto de vista reprodutivo, esses aspectos aliados aos ja conhecidos
na literatura, sdo determinantes para o sucesso adaptativo e competitivo dessa espécie nas

varias condi¢cdes ambientais em que séo expostas.
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TABELA 1. Estadios de desenvolvimento dos frutos de Jatropha curcas relacionados com as datas de
antese, de coleta e DAA, evidenciando a idade e as caracteristica biométricas dos frutos em

desenvolvimento (* desvio padréo).

Diametro (mm)

Estadio Antese Coleta DAA — -
Longitudinal Equatorial
I 12/01/2012  16/01/2012 04 2,95+ 0,28 1,87 £0,09
I 12/01/2012  19/01/2012 07 4,42 +0,43 3,28 +0,12
i 12/01/2012  25/01/2012 13 5,62 + 0,80 4,42 + 0,27
v 12/01/2012  30/01/2012 18 16,51 +0,74 11,31+£0,40
\ 12/01/2012  03/02/2012 22 2653+14 19,88+0,12
VI 12/01/2012  08/02/2012 27 31,20+ 0,056 22,99 +2,18
VIl 22/02/2012  02/04/2012 40 33,91+287 27,70 +2,07
VIl 22/02/2012  09/04/2012 47 33,94+1,26 28,57 +0,97
IX 22/02/2012  16/04/2012 54 31,76 £ 0,25 28,39 + 0,63
X 22/02/2012  20/04/2012 58 28,02+0,02 24,13+0,95
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TABELA 2. Compostos identificados, através de testes histoquimicos, na cuticula, tegumento e embrido
(incluindo endosperma) nas sementes maduras de Jatropha curcas L.

Teste Composto Coloragdo Cuticula Tegumento Endospgfma/
observada embrido
Sudan I11 L'p'd.'os Alaranjado - - +
totais
Dicromato ~ Compostos Castanho-
, . ,y- - + -
de Potassio  fendlicos avermelhado
Lugol Amido Marrom/negro - - -
VermeJ h_o Pectinas Rosa/vermelho - - +
de ruténio
Azul de Proteina Azul claro + - +

Coomassie




Lista de legendas das figuras:

Fig. 1. Visdo externa de flores e frutos de Jatropha curcas, em diferentes estadios de
desenvolvimento. A — flor feminina; B — flor masculina; C — fruto com 13 dias ap6s
antese (DAA); D — fruto com 18 DDA; E — fruto com 22 DDA, F — fruto com 27 DAA;
G — fruto com 40 DAA; H — fruto com 47 DAA; | — fruto com 54 DAA; J — fruto com
58 DAA. (pe = pétala; se = sépala; re = receptaculo; pd = pedunculo). Para mais
detalhes dos estadios de desenvolvimento, ver tabela 1

Fig. 2. Visdo interna de flores e frutos de Jatropha curcas, em diferentes estadios de
desenvolvimento. A — flor feminina; B — flor masculina; C — fruto com 13 dias apés
antese (DAA); D — fruto com 18 DDA, E — fruto com 22 DDA, F — fruto com 27 DAA,
G — fruto com 40 DAA; H — fruto com 47 DAA; | — fruto com 54 DAA; J — fruto com
58 DAA. (an = antera; fi = filete; eg = estigma; et = estilete; ov = ovario; ne = nectario;
ol = 6vulo; ep = epicarpo; me = mesocarpo; em = endocarpo; lo — l6culo; ea = embrido
abortado te = tegumento; es = endosperma). Para mais detalhes dos estadios de
desenvolvimento, ver tabela 1.

Fig. 3. Fotomicrografias do corte transversal do fruto de Jatropha curcas. A — visao
geral do fruto de 04 DAA mostrando os trés loculos; B — fruto de 07 DAA; C — fruto no
terceiro estadio de desenvolvimento, evidenciando feixes colaterais no centro do fruto
(seta); D — Detalhe évulo abortado. (oa = 6vulo abortado). Barras = 100um (D); 200um
(A, BeC).

Fig. 4. Fotomicrografias dos pericarpos dos frutos de Jatropha curcas em cortes
transversais corados com azul de Alcian e safranina. A — imagem do fruto e semente
com 04 DAA, mostrando a fissura (seta) entre merocarpos;B — epicarpo e mesocarpo do
fruto com 07 DAA,; C — pericarpo do fruto com 13 DAA; D — epicarpo e mesocarpo do
fruto com 18 DAA, evidenciando laticiferos (seta);
E — epicarpo e mesocarpo, em frutos com 22 DAA, na regido entre merocarpos; F —
epicarpo e mesocarpo em frutos com 27 DAA. Barras = 20um (B); 100um (A, C e D),
200um (Ee F)

Fig. 5. Fotomicrografias dos pericarpos dos frutos de Jatropha curcas em cortes
transversais. A — mesocarpo e endocarpo de fruto em 40 DAA , em destaque feixes
anficrivais (seta) proximo a regido mais interna; B — mesocarpo e endocarpo de fruto em
47 DAA ; C — epicarpo e mesocarpo de frutos com 54 DAA, mostrando o fruto mais
seco e com a camada mais externa murcha; D — pericarpo apresentando lise das células
em frutos totalmente maduros com 58 DAA. Barras = 100um (C); 200um (A, B e C).

Fig. 6. Jatropha curcas em diferentes estadios de desenvolvimento. A — corte
longitudinal do fruto e semente em 04 DAA, mostrando carincula na semente (seta); B
— corte longitudinal de fruto e semente, evidenciando dois léculos, em 07 DAA; C -
corte longitudinal dos frutos e das sementes de dois I6culos em 13 DAA, mostrando a
posicdo anatropa, semente anatropa; D — detalhe do funiculo (seta) na semente em
I6culo do fruto em 18 DAA, em corte transversal; E — corte longitudinal, detalhe do
cotilédone com 22 DAA evidenciando nervura cotiledonar (seta); F — detalhe do corpo
do embrido em estagio cordiforme, com 27 DAA. Barras = 100um (F), 200um (A, B, C,
DeE).



Fig. 7. Fotomicrografias da semente de Jatropha curcas em diferentes estaddios de
desenvolvimento, corados com azul de Alcian e safranina. A — detalhe do meristema
radicular do embrido com 40 DAA; B — tegumento da semente com 47 DAA; C —
detalhe dos cotilédones em embrido com 54 DAA; D — tegumento da semente
completamente desenvolvido, com 58 DAA, mostrando a redugdo do tamanho da
mesotesta. Barras = 100um (B, C e D); 200um (A).

Fig. 8. Eletromicrografias de varredura do tegumento da semente de Jatropha curcas. A
— visdo superficial da testa, evidenciando a distribuicdo de concavidades nessa camada,
evidenciando pontos ndo lignificados (setas); B — detalhe da concavidade vista na
superficie da testa da semente; C — visdo da estratificacdo do tegumento da semente,
destacando a presenca de concavidade, formando um poro na camada (seta); D — detalhe
da estratificacdo de transi¢do do tegumento da semente. (te = testa; ent = endotesta; etg
= exotégmen). Barras = 50um (B); 100um (C e D); 1mm (A).

Fig. 9. Fotomicrografias de estruturas presentes no tegumento das sementes de Jatropha
curcas, coradas com safranina. A — macroesclereide; B — fibra isolada; C — fibras
arranjadas em forma de estrela; D — fibras agrupadas longitudinalmente. Barras = 20pum
(A); 100um (B, C e D).
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FIGURA 1. Visdao externa de flores e frutos de Jatropha curcas, em diferentes estadios de
desenvolvimento. A — flor feminina; B — flor masculina; C — fruto com 13 dias apds antese (DAA);
D — fruto com 18 DDA; E — fruto com 22 DDA; F — fruto com 27 DAA; G — fruto com 40 DAA;
H — fruto com 47 DAA; | — fruto com 54 DAA; J — fruto com 58 DAA. (pe = pétala; se = sépala;
re = receptaculo; pd = pedunculo). Para mais detalhes dos estadios de desenvolvimento, ver tabela 1.
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FIGURA 2. Visdo interna de flores e frutos de Jatropha curcas, em diferentes estaddios de
desenvolvimento. A — flor feminina; B — flor masculina; C — fruto com 13 dias ap6s antese (DAA);
D — fruto com 18 DDA; E — fruto com 22 DDA; F — fruto com 27 DAA; G — fruto com 40 DAA;
H — fruto com 47 DAA; | — fruto com 54 DAA; J — fruto com 58 DAA. (an = antera; fi = filete;
eg = estigma; et = estilete; ov = ovario; ne = nectario; ol = 6vulo; ep = epicarpo; me = mesocarpo;
en = endocarpo; lo — léculo; oa = 6vulo abortado; es = endosperma; te = tegumento). Para mais detalhes
dos estadios de desenvolvimento, ver tabela 1.



FIGURA 3. Fotomicrografias do corte transversal do fruto de Jatropha curcas. A — visdo geral do fruto de
04 DAA mostrando os trés loculos; B — fruto de 07 DAA, destacando as entrancias que separam 0S
merocarpos (seta); C — fruto com 13 DAA, evidenciando feixes colaterais no centro do fruto (seta);
D — detalhe 6vulo abortado. (oa = dvulo abortado). Barras = 100pum (D); 200um (A, B e C).
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micrografias do peric frutos de Jatropha curcas em cortes transversais corados
com azul de Alcian e safranina. A — imagem do fruto e semente com 04 DAA, mostrando a fissura (seta)
entre merocarpos; B — epicarpo e mesocarpo do fruto com 07 DAA; C — pericarpo do fruto com 13 DAA,
destacando a presenca de drusas (setas); D — epicarpo e mesocarpo do fruto com 18 DAA, evidenciando
laticifero (seta); E — epicarpo e mesocarpo, em frutos com 22 DAA, na regido entre merocarpos;
F — epicarpo e mesocarpo em frutos com 27 DAA. Barras = 20um (B e C); 100um (A e D), 200um (E e
F).



FIGURA 5. Fotomicrografias do perica

A — mesocarpo e endocarpo de fruto em 40 DAA, em destaque feixes colaterais em forma de U (seta)
préximo a regido mais interna; B — detalhe de feixe encontrado na regido do mesocarpo, mais proéxima ao
endocarpo de fruto em 47 DAA; C — epicarpo e mesocarpo de frutos com 54 DAA, mostrando o fruto
mais seco e com a camada mais externa murcha; D — pericarpo apresentando lise das células em frutos
totalmente maduros com 58 DAA. Barras = 100um (B e C); 200um (A e D).



FIGURA 6. Jatropha curcas em dlferentes estadlos de desenvolwmento A corte Iongltudlnal do fruto
em 04 DAA, mostrando cardncula presente na semente (seta); B — corte longitudinal de fruto e semente,
evidenciando dois loculos, em 07 DAA; C — corte longitudinal dos frutos e das sementes em 13 DAA,
mostrando a posicdo anatropa, semente anatropa; D — detalhe do feixe rafeal (seta) na semente em I6culo
do fruto em 18 DAA, em corte transversal; E — corte longitudinal da semente com 22 DAA, detalhe do
cotilédone, evidenciando nervura cotiledonar (seta); F — detalhe do corpo do embrido em estagio
cordiforme, com 27 DAA. (te = testa; tg = tégmen). Barras = 100um (F); 200um (A, B, C, D e E).
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FIGURA 7. Fotomicrografias da semente de Jatropha curcas em diferentes estadios de desenvolvimento.
A — detalhe do meristema radicular do embrido com 40 DAA; B — tegumentos da semente com 47 DAA,
evidenciando regido com auséncia de lignificacdo da testa (seta); C — detalhe dos cotilédones em embrido
com 54 DAA,; D — tegumentos da semente completamente maduros com 58 DAA resultante do teste com
Sudan Ill, mostrando a reducdo do tamanho da mesotesta. (ext = exotesta; mst = mesotesta;
ent = endotesta; etg = exotégmen; mtg = mesotégmen). Barras = 100um (B, C e D); 200um (A).
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FIGURA 8. Eletromicrografias de varredura do tegumento da semente de Jatropha curcas. A — visdo

superficial da testa, evidenciando a distribuicdo de concavidades nessa camada, evidenciando pontos ndo
lignificados (setas); B — detalhe da concavidade vista na superficie da testa da semente; C — visdo da
estratificacdo do tegumento da semente, destacando a presen¢a de concavidade, formando um poro na
camada (seta); D — detalhe da estratificacdo de transicdo do tegumento da semente. (te = testa;
ent = endotesta; etg = exotégmen). Barras = 50um (B); 100um (C e D); 1Imm (A).
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FIGURA 9. Fotomicrografias de estruturas presentes no tegumento das sementes de Jatropha curcas,
coradas com safranina. A — macroesclereide; B — fibra isolada; C — fibras arranjadas em forma de estrela;
D — fibras agrupadas longitudinalmente. Barras = 20um (A); 100um (B, C e D).
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For Applications in the Plant Sciences Instructions for Authors,
see http://www.botany.org/apps/APPS_Author_Instructions.html.

SCOPE AND AIMS OF THE JOURNAL

The American Journal of Botany (AJB) publishes peer-reviewed, innovative, significant research of interest to a wide
audience of plant scientists in all areas of plant biology, all levels of organization, and all plant groups and allied organisms.
AJB requires authors to frame their research questions and discuss their results in terms of major questions of plant biology.
In general, papers that are too narrowly focused, purely descriptive, natural history, broad surveys, or that contain only
preliminary data will not be considered.

Review Procedure and Policy

Manuscripts are reviewed by scholars with expertise in the research area. Reviewers, Associate Editors, and the Editor-in-
Chief evaluate manuscripts for innovations in, significant contributions to, and noteworthy advances in the theoretical or
conceptual bases of the subdisciplines of plant biology, and/or novel insights of general relevance to fundamental questions of
biology (see http://www.botany.org/ajb/AJB_Reviewer_Instructions.pdf for review criteria).

Manuscripts may be returned without review if the English needs significant improvement. Typically, authors have two
opportunities to produce an acceptable manuscript: the original submission and one revision in which to address the criticisms
and concerns of the reviewers and editors.

Correspondence and notifications regarding manuscripts will be through e-mail, directed through the editorial office
(ajp@botany.org). All reviewer comments and author revisions are handled electronically using Editorial Manager
(http://ajb.edmgr.com). Copyediting queries and page proofs (e-galleys) are also provided electronically.

Final acceptance of a manuscript is contingent upon compliance with Journal requirements. Manuscripts other than Special
Invited Papers are generally published in the order of receipt, within subject areas, of the final, accepted version or of the
corrected proof. With the Journal's online AJB Advance Access feature, articles that have undergone complete peer review and
copyediting, as well as full review by the authors, will be posted as soon as possible.

The Journal editors expect authors to follow the ethics guidelines of the Botanical Society of America (BSA)
(www.botany.org/governance/ethics.php).

* Copyrighted Material and Plagiarism—If copyrighted material is reproduced in the manuscript, full
attribution must be provided in the text; proof of permission must be sent to the Editorial Office. It is the
responsibility of the authors, not the BSA or the editors or reviewers, to ensure that proper attribution is
given to data and/or text previously published elsewhere. If suspicion is raised about the originality of the
material (unattributed to source), the Editorial Office may check the manuscript for plagiarism. In cases
where plagiarism is verified, the manuscript will be returned without further review without the possibility of
re-submission. Self-plagiarism (i.e., the use of identical sentences from previously published papers by the
same author) is also not acceptable.

* Conflict of Interest—Authors are responsible for recognizing and disclosing any duality of interest that
could be perceived to bias their work, acknowledging all financial support and any other personal
connections. All funding sources, including the research funder and grant number, must be given in the
acknowledgements section.

Data Origin—When using unpublished data owned or created by a researcher who is not the author or a co-author, a formal
statement from the owner of the data must be sent to the Editorial Office acknowledging the use of the data and granting
formal permission.

Data Access—AJB requires that supporting data be deposited in an appropriate repository to facilitate reader access prior to
submission of the manuscript. Genetic information, such as DNA, RNA, or protein sequences, should be submitted to an
appropriate data bank, such as GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) or EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/).
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Alignments used to produce phylogenies must be submitted to TreeBase (http://www.treebase.org), Dryad
(http://datadryad.org/), or to AJB to be published with the paper as supplementary material. The data matrices must be in an
editable format (i.e., text files) for reanalysis by any interested readers following publication. Authors are encouraged to archive
all sequences generated from next-generation sequencing techniques in a suitable public repository, such as the Sequence
Read Archive of NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/sra), the Sequence Read Archive of ENA
(http://www.ebi.ac.uk/ena/about/sra_submissions), or Dryad. Ecological data or software information may also be deposited
into Dryad or a similar publicly available site. Media files may also be housed on Figshare (http://figshare.com/). If necessary,
raw data files (e.g., DNA sequences, gel images, chromatograms, data matrices), and/or electropherograms may be
requested by the editors during the review process.

The data matrices must be in an editable format (i.e., text files) for reanalysis by anyone interested. Phylogenetic analyses will
generally only be considered if the phylogeny is used to test explicit evolutionary and/or ecological hypotheses or
morphological associations—essentially a significant discussion of the impact and/or use of the phylogeny.

Nomenclature—AdJB requires that nomenclature for all extant and extinct species conform to the current International Code
of Nomenclature of Algae, Fungi and Plants. Taxonomic authorities are given at first mention in the text (not in the manuscript
title). Authors should refer to the International Plant Names Index (http://www.ipni.org/index.html) or Tropicos
(http://www.tropicos.org/) for accepted authority names. Conventions adopted by the scientific community must be used for
genetic symbols and nomenclature.

Use conventions adopted by the scientific community for genetic symbols and nomenclature.

Vouchers—At the time of submission, supporting genetic and voucher specimen information must be provided, preferably for
each population sampled, as appropriate (see Appendices below). Plant vouchers are defined here as mounted herbarium
specimens that are permanently housed in an accessible herbarium or museum and that are identified by unique accession
numbers; vouchers may be requested for review by future investigators to verify the identity of the material used in the study
(especially if taxonomic rearrangements occur in the future). In discussions of morphological character states, access to the
data must be provided.

Manuscripts that report data from individual populations must include the GPS coordinates for each of the populations
sampled. A waiver of this requirement may be granted for rare, threatened, or endangered species, as explained in the cover
letter. Accuracy must be provided to the nearest second, or the fith decimal place if using decimal degrees. If vouchers or
GPS coordinates are unavailable, an explanation must be provided in the cover letter, as well as within the article itself.
Exceptions to the voucher requirement will be assessed by the editors.

General Instructions and Requirements
Before submitting manuscripts, please review all instructions and refer to recent issues of AJB.

To take advantage of the free-page-charge policy, at least one author must be a member of the BSA when the manuscript is
submitted for review as well as during the year of publication (except for Special Invited Papers). Authors who are not members
of the BSA may also submit manuscripts for consideration: a mandatory page charge of $150 per printed (or equivalent PDF)
page is assessed. Page charges must be paid prior to a manuscript going into production, based on the estimated number of
printed (or PDF) pages.

AJB requires that at least one colleague whose first language is English critically read and edit the manuscript before
submission. Manuscripts may be returned without review if the English needs significant improvement.

Open Access Policy

AJB authors have the option to make their accepted paper freely available online immediately upon publication. The fee for
Open Access is $1500 (discounted to $500 if the author's institution subscribes to the Journal). Contact the Editorial Office at
ajb@botany.org for more information.

Submission process

Submit your manuscript via the online submission and review system, Editorial Manager, at http://ajb.edmgr.com. First-time
users need to register for an account at this URL using their active e-mail addresses. The same Username and Password
created on Editorial Manager are used to log in as an author or as a reviewer. [If there are any difficulties in the login or
submission process, contact the Editorial Office at ajp@botany.org for assistance.]

There is a mandatory charge for more than five changes made on proofs resulting from mistakes made by the author(s).
Author(s) who require a figure replacement in the e-galleys stage, unless the error was caused by the AJB editorial staff or the
compositor, will be charged $25 for each figure replacement or correction.

Authors are encouraged to submit figures in color when doing so enhances the presentation of the scientific information. Due
to the cost of printing color, however, the editor may recommend using black and white if the information is just as clear when
presented this way..

Article Types
In addition to Research Papers, AJB publishes the following:
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Special Invited Papers—These are mostly reviews of limited scope on timely subjects written for a general, albeit well-
informed, audience. Special Invited Papers are typically solicited by the Editor-in-Chief, the Special Papers Editor, or an
Associate Editor. Discuss ideas for unsolicited Special Papers with the Editor-in-Chief or the Special Papers Editor.
Manuscripts are subject to the usual review process. Benefits for Special Invited Papers include rapid publication, no page
charges, and free membership in the BSA for one year. In the introduction, succinctly explain why your paper is of interest to
the general biological community.

Brief Communications—These are short papers (2-5 printed pages) reporting significant new findings that do not warrant
standard full-length treatment with the usual main headings, or that provide scholarly commentaries, corrections, criticisms, or
alternative interpretations of results presented in published papers. “Opinion” papers that are unsupported by new data or
reanalysis of published data are unacceptable. Brief Communications are subject to normal review. Publication will be
expedited. Membership requirements and page charges are not waived.

Invited Commentary—All invited commentaries are paired with a forthcoming paper, usually on the suggestion of an
Associate Editor or the Editor-in-Chief. These 3- to 5-page articles discuss the contributions and significance of the research
paper relative to accepted or emerging paradigms in the subject. Membership requirements and page charges are waived.

Manuscript Preparation

A cover letter, an author agreement form, a manuscript file, and separate files for figures should be uploaded at
http://ajb.edmgr.com. The manuscript file includes in the following order: Title Page, Footnote Page, Abstract Page, Text,
Literature Cited, Tables, Appendices, and Figure Legends.

For manuscript files, MS Word (.doc) format is preferred, but Rich Text Format (.rtf) files are acceptable for review as well.

The Editorial Manager online submission system automatically inserts line numbers to facilitate review comments, so line
numbers are not required in the manuscript file.

Double-space and left justify the margin of the entire manuscript, including Literature Cited, Appendices, Figure Legends, and
Tables, using continuous pagination.

Leave at least a 2.5-cm margin on all sides. Place a header with last name(s) of author(s) and page number in upper right
corner.

Number figures and tables in the order discussed in the text.

Cover/Response Letter

Include a cover letter that describes the questions addressed or hypotheses tested, the major contribution of your paper to
your discipline, and how this contribution is of interest to a broad audience. List any papers on related topics by any of the
authors that have been published within the past year or that are in review or in press. For a revision, include a letter detailing
your response to all the review comments.

Author Agreement Form

Upon initial submission of a manuscript, the corresponding author must fill out an author agreement form and either upload an
electronic version at the online submission site or mail or fax a hard copy to the Editorial Office in St. Louis, Missouri
(American Journal of Botany, P.O. Box 299, St. Louis, MO 63166-0299, USA; 1-314-577-9515). The author agreement form
is available online at http://www.botany.org/ajb/AJB_Author_Agreement_Form_2.docx; on the Editorial Manager website at the
“Attach Files” screen; and from the Editorial Office.

Manuscript Content

1. Title Page

Place a running head 2.5 cm (1 in) below the top of the page with the surname of the FIRST author (followed, as appropriate,
with the surname of a sole co-author, or with et al. if there are three or more authors) and a short title.

The manuscript title for research papers should be specific and informative, conveying the key findings of the research in an
active wice. Center boldfaced title written with sentence-style capitalization, followed by superscript 1 (for footnote 1, to appear
on footnote page). In most cases, Latin binomials in a title should be followed by the name of the family in parentheses.

Below the title, list authors: each author’s first name, middle initial, surname. On the next line, give affiliation and
unabbreviated address. If authors have different affiliations and addresses, add a superscript number after each author's name
to indicate the footnoted address. Include another footnote superscript number to indicate the author for correspondence.

2. Footnote Page
Include the following footnote:
1Manuscript received ; revision accepted

Place brief acknowledgments, if desired, as a separate paragraph, using the following style: “The author(s) thank(s)...”. For
brevity, do not use first names. Include grant acknowledgments here.

Other footnotes (e.g., e-mail for correspondence) are permitted: match footnote numbers with those on the title page.
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3. Abstract Page
AJB requires structured abstracts for manuscript submission. The abstract is 250 words or less, written in the following
structured format:

e Premise of the study (why the work was done, what major questions of plant biology are addressed, and
why it is important to the broad AJB readership)

e Methods

e Key results

» Conclusions (what major points should the reader take from this article)

Note that the abstract will be used in an RSS feed and thus should capture the interest of the general botanical community as
well as the specialists and include the most important contribution of this paper. Awoid references; if essential, cite
parenthetically with journal name, volume number, pages, and year.

Provide a list of 3—10 “Key words’ that will be used for the volume index. Capitalize proper nouns, place in alphabetical order,
and separate by semicolons.

4. Text

In the first paragraph of the introduction, include the theoretical or conceptual basis for your work in a context accessible to the
diverse botanical readership that AJB attracts. Include a summary of conclusions and a take-home message for the generally
informed reader in the DISCUSSION.

Center main headings and capitalize all letters: MATERIALS AND METHODS, RESULTS, and DISCUSSION.

Indent subheadings at the start of a paragraph; capitalize only the first word and proper nouns and adjectives.
Second-level headings—(boldface italic followed by an em dash)
Third-level headings—(italic followed by an em dash) Fourth-level headings—(regular text followed by an em dash)

In MATERIALS AND METHODS add name, city, spelled-out state (if in USA), and country of manufacturers/suppliers after
brand names.

If statistical analyses are used, include statistical values in the RESULTS either in the text or within tables. Include the
statistic value, degrees of freedom, and p-value for each result reported (e.g., for a t-test report “t = 32.41, df = 1, P = 0.03" for
an ANOVA report “Fg 23 = 26.45, P less than 0.001" [note two df-values as subscripts with F]). Use P for significance, and p
for probability.

Common Latin words (e.g., in vivo, sensu lato) are not italicized.
Footnotes are not used in the text.

5. Literature Cited
Verify all entries against original sources. Double check that all references in the manuscript text are in the Literature Cited
and \ice-versa and that they agree in spelling and year.

Literature citations in text—Cite references in chronological order (oldest first); within a given year, order them alphabetically
(e.g., Jones and Gil, 1999, 2006; Ashton et al., 2007; Brown, 2007; Jackson, 2005, 2008).

Single author: Jones (2008) or (Jones, 2008). Two authors: Jones and Gil (2008) or (Jones and Gil, 2008). More than two
authors: Jones et al. (2008) or (Jones et al., 2008).

Manuscripts accepted for publication but not yet published: Jones (in press) or (Jones, in press). Include “In press” citations in
LITERATURE CITED (shown later).

Unpublished data and manuscripts (e.g., submitted, in prep.) and personal communication: (F. Jones, Institution, unpublished
data [or unpublished manuscript or personal observation]). These are not included in LITERATURE CITED.

References listed in LITERATURE CITED—List citations in alphabetical order by author. Single-author titles precede multi-
authored titles by the same senior author, regardless of date.

List works by the same author(s) chronologically, beginning with earliest date of publication. Spell out all author(s) names.
Use “a”, “b” (determined alphabetically) for works with the same author(s) and year citation.

For multi-authored works, list the first seven authors and then “et al.”— unless there are only eight authors and then list all
eight.

Type author names in citations in upper and lower case or in large and small caps, not in all caps. For formatting examples
(note spacing, capitalization, italics, etc.), go to http://www.botany.org/ajb/ajb_Lit_Cited_Instructions.pdf.

6. Tables — include in manuscript file and place immediately after Literature Cited
Tables need to be formatted using the Table feature in Word or in a spreadsheet such as Excel.

Number tables with Arabic numerals followed by a period. Capitalize first word of title; all others, except proper nouns, are
lowercase; spell out names of genera and abbreviations on first mention; place period at end. Include study organism (species
or group) and geographic location in each caption when appropriate. Place explanatory notes and define all abbreviations below
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the table after the heading “Note:” or “Notes:”. Place footnotes after the Notes.

Every column must have an appropriately placed heading (esp. the first at left—the stub head), with appropriate subheadings.
In the body of the table, capitalize the first word of each entry (and proper nouns); do not use vertical lines between columns;
indicate footnotes by lowercase superscript letters.

If the use of color in a table is essential, please contact the Editorial Office at ajp@botany.org.

7. Appendices — include in manuscript file and place immediately after the tables

If voucher and gene accession information support the study, list these in Appendix 1, which will be published in the print and
online versions. Provide an appendix title, and a sentence-style row of headings for the data. For each taxon sampled, include
specimen wvoucher information and/or gene accession numbers, separated by commas. To save space, the taxa can be run
together in a paragraph. See a current issue or http://www.amjbot.org/content/98/6/1049.full for an example.

Additional appendices may be included. AJB encourages online-only publication of extensive appendices, as well as other
supplemental materials that support the article but are best presented electronically (see “Online Supplemental Materials”
below).

8. Figure Legends - include in manuscript file and place immediately after the Appendices (or after the tables if
there are no appendices)

Each figure legend must be complete and informative so that reference to the text is not necessary to understand the content
of the figure. Abbreviations should be defined unless they are standard convention. Place legends as separate paragraphs
following the appendices. For figures with multiple lettered panels, a general title for the figure should be followed by a
description of each panel (e.g., Fig. 5. Relationship between... (A) All fruits. (B) Fruits less than 0.5 mm.). When applicable,
study organism (species or group) or geographic location, and define scale bar (e.g., Bar = 0.1 ym). For micrographs, include
pertinent information such as magnification and type of section, stain, optics, or special techniques. Any nonlinear adjustment
to photographs must be detailed.

Define all symbols and abbreviations either in a key within the figure or in the legend; if defined in an earlier legend, the
appropriate figure or table may be cited.

Place figure abbreviations in alphabetical order and format as follows: c, cell; n, nucleus.

9. Figures/lllustrations - upload as separate files (do not include in the manuscript file)
For details and illustrated examples, see http://www.botany.org/ajb/AJB_Digital_Art_Guidelines.pdf. A figure checklist is also
available at http://www.botany.org/ajb/AJB_Figure_Checklist.pdf.

TIFF or EPS formats are preferred for color and black and white photographs, drawings, and graphs.

Prepare figures at the final size desired: 1 column (8.9 cm [3.5 in]), 1.5 column (12.7-15.3 cm [5-6 in]), or 2 columns (18.4 cm
[7.25 in]) wide and less than the length of the page (23 cm [9 in]).

Low-resolution files may be initially uploaded/submitted for the review process. Once your manuscript has been tentatively
accepted, printer-quality (high-resolution) figures are required. See “Tips for Large Files” below.

Figure Manipulations

Certain types of electronic manipulations of micrographs and other digital images may not be ethically acceptable. Images that
will be compared with each other must be acquired and processed under the same conditions. Manipulations such as
background subtraction or white-balancing should be explained in the Materials and Methods section. Note that a selected
area within an image may not be altered or enhanced; the entire image must be treated the same. Linear adjustments to
contrast, brightness, or color must be applied to an entire image or plate equally (or explained). Detail nonlinear adjustments in
the legend. Always keep original raw data files for documentation upon request.

Resolution for Final Figures
Line art (black lines and text, including phylogenetic trees): 1000-1200 dpi.

Halftone/grayscale (images with shades of gray, such as black and white photographs): a minimum of 300 dpi.

Color: a minimum of 300 dpi. Use RGB mode (not Indexed Color Mode). [Note: Do not send color files if images are to be
printed in black and white.]

Combination art (grayscale image with type): 600-900 dpi.

Grayscale images should have the whitest area of the image set at a 2% highlight value, while the blackest area of the image
should be set to a 98% shadow value.

Include the screen and printer font files for any text that has been added to the figure. Use PC or Mac versions of Adobe
Postscript fonts. To awoid font problems, convert all type to curves or paths.

Format and Style
Use consistent style, font, and font size (between 6 and 10 pt.) for all figures. Use of standard fonts (Times New Roman,
Helvetica) gives better results.

For figures with multiple elements (photos, drawings, or graphs), group elements in a rectangle or square and label the top left
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corner of each element with a capital letter (e.g., A, B). Keep elements close together for best use of space. Photographs in a
composite plate should each be numbered and separated by a thin line or blank space.

Label axes; include Standard International (SI) Units of measure in parentheses; capitalize only the first letter of the first word
(e.g., “Stem growth (%)”). Axis label should be c. 0.2 cm from units on axis, but no more than 0.5 cm; x- and y-axis labels
should be equidistant from axes.

Use abbreviations consistently in the text and figures.

For magnified illustrations, provide a scale bar defined in either the figure itself or at the end of the legend.

Cover image and caption

You are invited to submit one or more color photographs (or artificially colorized photomicrographs) to be considered for a cover
illustration. The image must be at least 300 ppi and in portrait format slightly larger than 21.6 cm wide x 28 cm high (8.5 x 11
in). Submit the file(s) online with your original submission or revised manuscript. Also include a brief caption that describes the
image, scientific name and authority of any organism, photographic technique, image manipulation, and the major result of the
research. For micrographs, include pertinent information such as magnification and type of section, stain, optics, or special
techniques.

The legend should do more than just describe the image itself: it should "tell a story" by explaining why the image is important
to entice the reader to search for the full article. See http://www.amjbot.org/content/vol95/issue4/cover.shtml for an example.

Tips for Large Files

Files >5 MB may be slow (or impossible) to upload on most servers. When saving graphics, LZW compression (Save
As/Option) may be used to reduce file size. If your image is line-art and all pixels are either black or white, first convert the
image to grayscale mode, then convert to bitmap mode at 1200 dpi, then save with LZW compression. If your image is black
and white with gray portions, convert the image to grayscale mode, then save with LZW compression.(If you have any
confusion about bitmap mode for line-art, your Digital Art Guidelines contain examples of image types with suggested
resolutions. Alternatively, the Editorial Office may direct you to upload the files to an FTP site or send them via e-mail through
http://www.YouSendlIt.com.

Online Supplemental Materials

Authors may wish to augment their manuscripts with online supplemental materials (e.g., large data sets, three-dimensional
reconstructions, simulations, real-time movies, color photographs). Upload these appendices as separate files with the initial
manuscript submission. Include a header on each file using this format: Smith et al. —American Journal of Botany 99(#): ###-
#Ht. 2012. — Data Supplement S1 — Page 1”. Name online supplements Appendix S1, Appendix S2, etc, in the order in which
they appear in the text, regardless of whether they are tables, figures, text, other media, or a combination thereof. In the
manuscript, after the mention of an online appendix, include the following: “(see Supplemental Data with the online version of
this article)”.
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