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DESENVOLVIMENTO DO FRUTO DE BUTIA CAPITATA (ARECACEAE) — ASPECTOS
ESTRUTURAIS, ULTRAESTRUTURAIS E FiSICO-QUIMICOS

RESUMO

Frutos de palmeiras séo ricos em compostos de reservas amplamente utilizados na alimentacdo e com
diversas aplicagbes industriais. No entanto, ainda s&o escassas as informagbes sobre o seu
desenvolvimento e pés-colheita. Butia capitata (coquinho-azedo) é uma palmeira endémica do Cerrado,
ameacada de extingdo, produz frutos utilizados para a fabricacdo de sucos e sorvetes e com potencial de
incorporacdo ao sistema produtivo. No primeiro capitulo desta tese, o objetivo foi caracterizar o
desenvolvimento do fruto e a ontogénese do pericarpo da espécie. Concluiu-se que o fruto se desenvolve
em cerca de 84 dias, em trés fases: | - histogénese (até 42 dias apos a antese, DAA); Il - maturagdo do
endocarpo (42 a 70 DAA) e lll - maturagdo do mesocarpo (70 até 84 DAA). A ontogénese do pericarpo
envolve os seguintes eventos: a epiderme externa e o mesofilo externo do ovario originam o exocarpo; o
mesofilo ovariano mediano se diferencia no mesocarpo externo; o mesofilo ovariano interno origina o
mesocarpo interno e o endocarpo pétreo; a epiderme ovariana interna se integra ao endocarpo e, na regiao
micropilar, se diferencia na placa do poro germinativo, uma estrutura que protege o embriéo e controla a
germinacdo. No segundo capitulo, o objetivo foi associar indicadores fisico-quimicos e citolégicos
envolvidos na maturacdo e senescéncia da polpa (exocarpo + mesocarpo) do fruto. A maturidade
fisiolégica da polpa é atingida no momento da abscisédo (= ponto de colheita), em média aos 89 DAA.
Nesse ponto, os frutos apresentam aspecto amarelo alaranjado, suculento e fibroso, suco com
pronunciada acidez (pH 3,3), maximas massa seca e deposicao de reservas mesocéarpicas (mucilagem no
vacuolo, amido e carotenoides em plastidios, lipidios e proteinas no citossol), elevados niveis de sélidos
solaveis (SS) (degradacao do amido em agucares), reduzido conteudo de fendlicos nos vacuolos e textura
macia (enfraquecimento da lamela mediana e paredes celulares no parénquima mesocérpico). A
senescéncia da polpa é caracterizada pela reducdo progressiva da firmeza (intenso afrouxamento e
degradacdo das paredes celulares, dissolucdo da lamela mediana e ampliagdo dos espacos
intercelulares), reducéo das reservas e da acidez, elevacdo dos SS e de compostos fendlicos e colapso
do protoplasto das células mesocérpicas. As informacdes geradas, em grande parte inéditas para a familia
Arecaceae, sdo Uteis para subsidiar programas de melhoramento genético de B. capitata e para o

desenvolvimento de tecnologias de produc¢do, incluindo os manejos da frutificacdo e pds-colheita.

Palavras-chave: Coquinho-azedo. Endocarpo. Frutos drupaceos. Ultraestrutura. Ponto de colheita. Pés-

colheita.



DEVELOPMENT OF BUTIA CAPITATA FRUIT (ARECACEAE) — STRUCTURAL,
ULTRASTRUCTURAL AND PHYSICAL-CHEMICAL ASPECTS

ABSTRACT

Palm fruits are rich in reserve compounds widely used in food and with several industrial applications.
However, information on their development and postharvest is still scarce. Butia capitata (coquinho-azedo)
is an endemic palm from Cerrado, threat of extinction, it produces fruits used for the manufacture of juices
and ice cream and with potential for incorporation into the productive system. In the first chapter of this
thesis, the objective was to characterize the development of the fruit and the ontogeny of the pericarp of
the species. It was concluded that the fruit develops in about 84 days, in three phases: | - histogenesis (up
to 42 days after anthesis, DAA); Il — endocarp maturation (42 to 70 DAA) and lll - mesocarp maturation (70
to 84 DAA). The ontogenesis of the pericarp involves the following events: the outer epidermis and the
outer mesophyll of the ovary originate the exocarp; the median ovarian mesophyll differentiates into the
outer mesocarp; the inner ovarian mesophyll originates the inner mesocarp and stony endocarp; the inner
ovarian epidermis integrates with the endocarp and, in the micropylar region, it differentiates into the
germination pore plate, a structure that protects the embryo and controls germination. In the second
chapter, the objective was to associate the physicochemical and cytological indicators involved in the
maturation and senescence of the pulp (exocarp + mesocarp) of the fruit. The physiological maturity of the
pulp is reached at the time of abscission (= harvest point), on average at 89 DAA. In this point, the fruits
present a yellow-orange aspect, juicy and fibrous, juice with pronounced acidity (pH 3.3), maximum dry
mass and deposition of mesocarp reserves (mucilage in vacuole, starch and carotenoids in plastids, lipids
and proteins in cytosol), high levels of soluble solids (SS) (degradation of starch into sugars), reduced
content of phenolic compounds in the vacuoles and soft texture (weakening of the median lamella and cell
walls in the mesocarpal parenchyma). Pulp senescence is characterized by progressive decline in firmness
(intense loosening and disintegration of cell walls, dissolution of the median lamella and enlargement of
intercellular spaces), reduction of reserves and acidity, elevation of SS and phenolic compounds, and
collapse of the mesocarp cell protoplast. The information generated, largely unknown for the Arecaceae
family, is useful to support genetic improvement programs of B. capitata and for the development of

production technologies, including fruit set and postharvest management.

Keywords: Coquinho-azedo. Endocarp. Drupaceous fruits. Ultrastructure. Harvest point. Postharvest.
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1 INTRODUCAO

Os frutos de palmeiras apresentam relevante complexidade estrutural e riqueza de componentes
nutricionais importantes para alimentacdo humana e da fauna (Mota et al., 2011; Romanov et al., 2011,
Bobrov et al., 2012; Pereira et al., 2013). Diversas espécies da familia possuem frutos com elevada
importancia para a sobrevivéncia de comunidades tradicionais e para os ramos da indUstria alimentar,
farmacéutica, cosmeética, de biodiesel e de producédo de carvdo (Moura et al., 2010; Mota et al., 2011;
Barreto et al., 2016; Hamza et al., 2016; Rio et al., 2016).

A despeito dessa importancia econdmica, apenas algumas palmeiras tém sido amplamente
domesticadas e cultivadas em escala comercial e diversas espécies dessa familia ainda estdo em estagio
silvestre ou semidomesticado (Dransfield et al., 2008; Plath et al., 2016). Para subsidiar programas de
domesticacdo dessas espécies de palmeiras, sdo necessarios conhecimentos sobre o desenvolvimento
das estruturas dos frutos, que sdo importantes para a geracado de tecnologias de manejo da frutificacéo e
para a elaboracdo de estratégias de superacdo da dorméncia dos diaporos (Gillaspy et al., 1993;
Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Santos et al., 2019).

A ontogénese em palmeiras também pode fundamentar pesquisas sobre a maturacdo e
senescéncia destes frutos, cujo conhecimento ainda é escasso para essa familia (Romanov et al., 2011;
Bobrov et al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Barreto et al., 2016; Reis et al., 2017). Em algumas
espécies de palmeiras, a maturacao dos frutos é indicada pelo maximo acimulo de reservas no mesocarpo
(Amira et al., 2011; Mazzotini-dos-Santos et al., 2015). Por outro lado, a senescéncia pode ser detectada,
em algumas espécies do grupo, pelo declinio no teor de agua e consequente perda da firmeza (Santelli et
al., 2006; Moura et al., 2010). A compreensdo desses processos possibilitara a definicdo do ponto de
colheita e 0 adequado manejo pds-colheita de frutos de palmeiras, minimizando os prejuizos financeiros
decorrentes da senescéncia (Prada et al., 2011; Aguiar et al., 2014, Evaristo et al., 2016; Ben-Zvi et al.,
2017; Costa et al., 2017).

Butia capitata (Mart.) Becc. (Arecaceae), coquinho-azedo, é endémica do Cerrado, na regido central
do Brasil, e vulneravel a extingcdo (Lorenzi, 2010; Heiden et al., 2020). Os frutos maduros podem ser
consumidos in natura (Lopes et al., 2012) e utilizados na fabricacdo de sucos, licores, sorvetes (Moura et
al., 2010) e farinhas (Pereira et al., 2017). A polpa possui elevados teores de dgua, carboidratos e fibras,
contendo também lipidios insaturados, proteinas, provitamina A, vitamina C, carotenoides, compostos
fendlicos e minerais (principalmente potassio) (Faria et al., 2008, 2011; Genovese et al., 2008; Lopes et
al., 2012; Pereira et al., 2013). Estudos sobre o desenvolvimento do fruto da espécie e seus processos de
maturagcdo e senescéncia poderdo contribuir para a ampliacdo dos conhecimentos botanicos sobre a
biologia reprodutiva das palmeiras e fornecer subsidios para programas de domesticagdo e o0

desenvolvimento de protocolos para colheita e pds-colheita dos frutos da espécie.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o desenvolvimento e a senescéncia do fruto de B. capitata.

2.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar as fases de desenvolvimento do fruto;

2) Investigar as origens e a classificacdo das estruturas pericarpicas;

3) Associar a avaliacdo de indicadores fisico-quimicos da maturacdo e senescéncia da polpa do fruto
de B. capitata com a caracterizacdo das alteracbes histoquimicas e ultraestruturais nas células
mesocarpicas;

4) Construir um modelo citoldgico para a maturacéo e senescéncia do mesocarpo de B. capitata.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Desenvolvimento de frutos de palmeiras

A familia Arecaceae abrange 181 géneros e cerca de 2600 espécies distribuidas nas regides
tropicais e subtropicais (Dransfield et al., 2008; Baker e Dransfield, 2016). Diversas espécies do grupo
contém frutos com relevante importancia como fonte de renda de populag@es tradicionais e para a inddstria
alimentar, farmacéutica, cosmética, de biodiesel e de producéo de carvdo (Moura et al., 2010; Mota et al.,
2011; Barreto et al., 2016; Hamza et al., 2016; Rio et al., 2016). Estudos sobre o desenvolvimento das
estruturas dos frutos contribuem para a base de conhecimentos necessarios para subsidiar programas de
domesticacao de espécies de palmeiras (Mazzottini-dos-Santos et al., 2015), os quais contribuem para a
ampliacao do potencial econdmico desses frutos (Dransfield et al., 2008; Plath et al., 2016).

Ao longo do desenvolvimento dos frutos de palmeiras, os processos de diviséo celular, diferenciagéo
e maturacgdo dos tecidos podem se sobrepor em diferentes fases/estagios, revelando a complexidade dos
frutos da familia (Romanov et al., 2011; Bobrov et al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Melo et al.,
2017; Reis et al., 2017), distinguindo do padréo mais comum em outras familias (Gillaspy et al., 1993;
Santos et al., 2019). Evidéncias sugerem que o crescimento e diferenciagcéo dos tecidos do pericarpo das
palmeiras estejam concentrados nos estagios iniciais de desenvolvimento, como constatado para
Eugeissona Griff. (Calamoideae, Eugeissoneae) (Bobrov et al., 2012), Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd.
ex Mart. (Arecoideae, Cocoseae) (Mazzottini-dos-Santos et al., 2015) e para espécies da subfamilia
Coryphoideae, Borasseae (Romanov et al., 2011). Em seguida, ocorre a maturagcdo do exocarpo,
endocarpo e, ao final, do mesocarpo com a intensa deposi¢cdo de reservas (Prada et al., 2011; Amira et
al., 2011; Bobrov et al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Melo et al., 2017; Reis et al., 2017).

3.2 Origens e classificagao das estruturas pericarpicas de palmeiras

Os frutos de palmeiras apresentam elevada complexidade estrutural, especialmente, na diversidade
histolégica e de tipos celulares no pericarpo (Romanov et al., 2011; Bobrov et al., 2012; Mazzottini-dos-
Santos et al., 2015; Thadeo et al., 2015; Reis et al., 2017). Entretanto, para a correta classificagdo das
estruturas do pericarpo, é necessaria a investigacao ontogenética aprofundada, possibilitando delinear o
desenvolvimento histogenético dos diferentes tecidos (Romanov et al., 2011; Bobrov et al., 2012;
Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Melo et al., 2017; Reis et al., 2017).

Ha diferentes classificacdes para as estruturas pericarpicas. Diversos autores empregaram o termo
exocarpo para a estrutura de origem mista constituida pela epiderme externa e por camadas
subepidérmicas (Roth, 1977; Essig, 2008; Reis et al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Melo et al.,
2017). O mesocarpo foi reportado como a zona histogenética do pericarpo desenvolvida a partir do
mesofilo dos carpelos, podendo representar uma zona homogénea ou pode se diferenciar em duas ou trés
zonas histoldgicas e topograficas (Bobrov e Romanov, 2019).

Roth (1977) classificou o endocarpo “sensu lato”, quando originado a partir da epiderme interna e
de camadas mesocarpicas subjacentes, e endocarpo “sensu strictu” (comumente nas drupas) com origem

apenas da epiderme ovariana interna. Para Arecaceae, Murray (1973) classificou o endocarpo em tipo I
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originado apenas da epiderme interna; tipo Il: derivado da porcao interna do pericarpo (sem a participacao
da epiderme interna na constituicdo desse tipo de endocarpo); tipo lll: endocarpo complexo formado pela
epiderme interna, bainhas lignificadas dos feixes vasculares internos e pelo parénquima esclerificado
adjacente. Recentemente, para as palmeiras, foi proposta a utilizacdo do termo endocarpo exclusivamente
no sentido histogenético (originario apenas da epiderme interna ovariana) (Romanov et al., 2011; Bobrov
et al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Bobrov e Romanov, 2019).

3.3 Indicadores fisico-quimicos da maturacédo e senescéncia de frutos de palmeiras

Ao longo da maturacdo dos frutos, uma cascata de eventos bioquimicos, fisioldgicos e estruturais
desencadeiam o acumulo de pigmentos, compostos volateis, acidos organicos e acgulcares e alteracdes na
firmeza transformam frutos carnosos imaturos, geralmente de coloracéo verde, textura firme e sabor acido,
em frutos maduros com coloragdo, aroma e sabor atrativos e textura macia (Brummell, 2006; Goulao e
Oliveira, 2008). A maturagéo e senescéncia da polpa de frutos carnosos tém sido apontada por diversos
indicadores fisico-quimicos, sendo que apenas a firmeza, composi¢cdo centesimal, pH, teor de sélidos
soluveis (SS), acidez titulavel (TA) e teor de carotenoides tém sido comumente estudados em frutos de
poucas espécies de palmeiras (Santelli et al., 2006; Amira et al., 2011; Prada et al., 2011; Pereira et al.,
2013; Montoya et al., 2016). Os parametros de colorimetria tém sido utilizados para caracterizagédo de
frutos de diversas familias nos estagios de maturacéo e na pos-colheita (Saladié et al., 2007; Rimkeeree
e Charoenrein, 2014; Lima et al., 2015), sendo menos comum em trabalhos com frutos de palmeiras (Jemni
et al., 2014; Ben-Amor et al., 2016).

A firmeza é um dos componentes mais relevantes da textura dos frutos, sendo que esta consiste
em um dos principais pardmetros de qualidade na aceitacdo dos consumidores (Toivonen e Brummell,
2008; Goulao e Oliveira, 2008; Ben-Amor et al., 2016). Durante a maturacdo dos frutos, € comum a reducgéo
da firmeza, como reportada para Syagrus oleracea (Mart.) Becc. (Arecaceae) (Santelli et al., 2006) e
Mauritia flexuosa L.f. (Arecaceae) (Santelli et al., 2009). Entretanto, a profunda reducéo da firmeza resulta
na perda da textura desejavel dos frutos, indicando a sua senescéncia, 0 que consiste em uma grande
preocupacdo comercial, limitando o transporte, manejo, estoque e validade de frutos no periodo pds-
colheita, podendo torna-los inapropriados para comercializagdo (Goulao e Oliveira, 2008).

A composicédo centesimal (teor de agua, carboidratos, fibras, lipidios, proteinas e minerais) tem sido
um dos parametros mais frequentes em estudos sobre a maturacéo e senescéncia de frutos de palmeiras
(Faria et al., 2008; Amira et al., 2011, Pereira et al., 2013; Montoya et al., 2016). A dindmica de deposi¢édo
de reservas varia entre frutos de Arecaceae e ao longo das fases de maturacdo e senescéncia (Prada et
al., 2011; Amira et al., 2011; Barreto et al., 2016; Reis et al., 2017). Frutos de P. dactylifera apresentam
teores elevados de carboidratos e reduzidos de proteinas, cinzas (minerais) e lipidios nos ultimos estagios
de maturacao (Amira et al., 2011). A concentracao de agUcares varia conforme o estagio de maturacao de
frutos de P. dactylifera, os quais apresentam decréscimo nas concentracdes dos aminoacidos alanina,
acido aspartico e prolina, no periodo pés-colheita, sob condicBes de varejo (a 23°C) (Ben-Amor et al.,
2016).

Por outro lado, o mesocarpo de A. aculeata acumula, principalmente, lipidios (em maior proporgéo)

e carboidratos, sendo que o principal composto de estoque varia ao longo da maturacdo do fruto da
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espécie, mantendo elevada concentragdo de lipidios em frutos estocados por 360 dias apoés colheita (DAH)
(Mazzotini-dos-Santos et al., 2015; Barreto et al., 2016; Montoya et al., 2016). A maturidade fisiolégica da
polpa pode ser apontada pelo intervalo de tempo com concentracdo maxima de carboidratos,
principalmente, amido, o qual se degrada em agucares sollveis apés esse pico (Simao et al., 2008; Santos
et al.,, 2019). Em frutos com acumulo predominante de lipidios, como em Elaeis guineensis Jacq.
(Arecaceae), o ponto de colheita sugerido pode ser indicado pelo acimulo maximo de lipidios (Prada et
al., 2011).

A razdo SS/TA é considerada como o melhor parametro de sabor do fruto e mais relevante do que
as avaliacdes de teor de SS e TA isolados, sendo que valores mais elevados de SS/TA indicam melhor
equilibrio entre o sabor acido e doce dos frutos (Pereira et al., 2013). O acimulo de carotenoides contribui
para a mudanca de coloracdo dos frutos no seu amadurecimento (Saladié et al., 2007), atingindo 0 maximo
de carotenoides na abscisdo natural de frutos maduros de A. aculeata (Schex et al., 2018). Por outro lado,
frutos de E. guineenses apresentam o méximo teor de carotenoides duas semanas ap0s o ponto de

colheita sugerido (Prada et al., 2011).

3.4 Alteragdes citolégicas na maturacdo e senescéncia de frutos carnosos

Alteracdes citologicas também sinalizam os processos de maturagéo e senescéncia (Hempel et al.,
2014; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Thadeo et al., 2015; Reis et al., 2017). Tendo em vista a escassez
de estudos ultraestruturais no pericarpo de palmeiras (Hempel et al., 2014; Mazzottini-dos-Santos et al.,
2015; Thadeo et al., 2015; Reis et al., 2017), essas investigagdes em frutos carnosos de outras familias
podem auxiliar na compreenséo dos processos de maturacdo e senescéncia em Arecaceae (Ortiz et al.,
2010; Rongkaumpan et al., 2019; Santos et al., 2019; Zhang et al., 2020; Li et al., 2021). Nesses estudos
estruturais em frutos de palmeiras, a intensa deposicdo de reservas geralmente indica o inicio da
maturagdo do mesocarpo de palmeiras, como A. aculeata (Mazzotini-dos-Santos et al., 2015) e M. flexuosa
e Mauritiella armata (Mart.) Burret (Reis et al., 2017). A abundancia de amiloplastos, cromoplastos e gotas
lipidicas, bem como as sinuosidades nas paredes em células mesocarpicas apontam para a maturagéo de
frutos de palmeiras, como Bactris gasipaes Kunth (Hempel et al., 2014), A. aculeata (Mazzotini-dos-Santos
et al., 2015) e Chamaedorea seifrizii Burret (Thadeo et al., 2015).

No processo de maturagdo de frutos carnosos, pode ocorrer a redugdo no acimulo de compostos
fendlicos nos vacuolos a fim de tornar os frutos maduros menos adstringentes e mais saborosos (Li et al.,
2021). Nesses frutos, varias alteracdes nas paredes celulares do parénquima mesocarpico resultam em
frutos maduros macios: a despolimerizacdo da matriz de glicanos, solubilizacdo e despolimerizacao de
pectinas (esta somente em algumas espécies), perda de aclcares neutros de cadeias laterais de pectinas
das paredes celulares priméarias (Goulao e Oliveira, 2008; Ortiz et al., 2010; Posé et al., 2019). Esses
eventos resultam na desestruturacao das paredes celulares e dissolucao da regido da lamela média (rica
em pectinas) e, consequentemente, na liberacdo de pectinas nos espacos intercelulares que se ampliam;
tais eventos se intensificam no processo de senescéncia no periodo pés-colheita (Carrillo-Lépez et al.,
2002; Goulao e Oliveira, 2008; Ortiz et al., 2010; Rongkaumpan et al., 2019; Zhang et al., 2020). Esse
afrouxamento das paredes celulares pode ser desencadeado pela proliferacdo de vesiculas secretoras,

dictiossomos e mitocéndrias, como pontuado para frutos de A. squamosa (Santos et al., 2019). A
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senescéncia também esta relacionada a retracéo e colapso do protoplasto, incluindo a degradacéo de
organelas (como mitocéndrias) e a desintegracdo das membranas plasmatica e tonoplasto (acumulando
residuos de fendlicos no protoplasto); tais alteracdes indicam estresse oxidativo em frutos no periodo de
pos-colheita (Toivonen, 2004; Toivonen e Stan, 2004; Tian et al., 2013; Mohamed et al., 2017; Zhang et
al., 2020).

3.5 Frutos de Butia capitata

B. capitata, popularmente conhecida como coquinho-azedo, é endémica do Cerrado brasileiro,
ocorrendo principalmente em solos arenosos, e encontra-se atualmente vulneravel a extincdo (Lorenzi,
2010; Heiden et al., 2020). Os frutos da espécie consistem em fonte de alimento para a fauna e de renda
para os agroextrativistas (Mercadante-Simoes et al., 2006; Moura et al., 2010). Os frutos maduros séo
empregados na fabricacdo de polpas, licores e sorvetes, podendo também ser consumidos ‘“in natura” e
utilizados para o preparo de farinhas (Moura et al., 2010; Lopes et al., 2012; Pereira et al., 2017).

A polpa (exocarpo mais mesocarpo) do fruto da espécie representa 84% da massa do fruto,
apresentando forte aroma e elevados teores de 4gua, carboidratos e fibras, contendo lipidios insaturados
(4cido linolénico/6mega 3) e proteinas em menores propor¢des (Faria et al., 2008; Moura et al., 2010;
Lopes et al., 2012; Pereira et al., 2013; Silva e Scariot, 2013). A polpa também consiste em rica fonte de
antioxidantes, como acido clorogénico (fendlico), carotenoides (principalmente B-caroteno) e vitamina C,
além de outros micronutrientes, como provitamina A e potassio (Genovese et al., 2008; Faria et al., 2008,
2011; Pereira et al., 2013).

A fim de fundamentar programas de domesticacdo para o cultivo comercial da espécie, além dos
trabalhos que tém sido feitos sobre a sua germinacgéo, ainda sao necessarios estudos caracterizando o
desenvolvimento do fruto e classificacdo das estruturas pericarpicas, visando o estabelecimento de
tecnologias eficientes de superacdo da dorméncia de seus diasporos (Dias et al., 2013; Oliveira et al.,
2013; Mazzottini-dos-Santos et al., 2018). Além disso, para ampliar a utilizacdo desses frutos na
agroinddstria e aproveitar o seu uso potencial na industria farmacéutica, € necessaria investigacao
aprofundada sobre os processos de maturacdo e senescéncia, garantindo a utilizacéo de frutos mais ricos
em reservas (Moura et al., 2010; Silva e Scariot, 2013). Tais estudos subsidiaréo o desenvolvimento de
metodologias que preservem os caracteres fisicos, quimicos e organolépticos dos frutos da espécie no

periodo pos-colheita (Moura et al., 2010).
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4 ARTIGOS

4.1 Artigo 1 - Histogénese e histoquimica do pericarpo durante o desenvolvimento do fruto de Butia

capitata (Arecaceae)

Este artigo foi elaborado conforme normas da Revista Protoplasma.
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1 Resumo

Os frutos de palmeiras apresentam grande complexidade estrutural e estudos aprofundados sobre seu
desenvolvimento ainda sdo escassos. Este trabalho objetivou definir as fases de desenvolvimento do fruto
da palmeira neotropical Butia capitata e caracterizar a ontogénese de seu pericarpo. AvaliagBes
biométricas, anatdbmicas e histoquimicas foram realizadas em flores pistiladas e frutos em
desenvolvimento. O fruto se desenvolve em trés fases: |) histogénese (até 42 dias apds a antese — DAA),
guando as regifes topograficas do pericarpo sao definidas; Il) maturacdo do endocarpo (42 a 70 DAA),
guando a zona esclerificada do pericarpo € estabelecida; e, Ill) maturacdo do mesocarpo (70 a 84 DAA),
quando a deposicéo de reservas é completada. Durante a ontogénese do pericarpo, i) a epiderme externa
e o mesofilo externo do ovario originam o exocarpo (epiderme secretora, colénquima, parénquima,
esclerénquima e feixes vasculares); ii) o0 mesofilo ovariano mediano se desenvolve no mesocarpo externo,
onde carboidratos e lipidios sdo acumulados em parénquima permeado com feixes de fibras e feixes
vasculares; iii) o mesofilo ovariano interno origina o mesocarpo interno (uma faixa parenquimética) e o
endocarpo pétreo que envolve a semente; iv) a epiderme ovariana interna se integra ao endocarpo e, ha
regido micropilar, se diferencia na placa do poro germinativo, uma estrutura que protege o embrido e
controla a germinacao. A histogénese e deposicdo de reservas no pericarpo de B. capitata apresentam
elevada complexidade e um padrdo ainda nao reportado para Arecaceae, que apoéia a adocdo da classe

de frutos pirenério tipo Butia.

Palavras-chave: frutos drupaceos, endocarpo, mesocarpo, ontogénese do pericarpo, frutos de palmeiras,

pirénio.
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2 Abstract

Palm fruits show great structural complexity, and in-depth studies of their development are still scarce. This
work aimed to define the developmental stages of the fruit of the neotropical palm Butia capitata and to
characterize the ontogenesis of its pericarp. Biometric, anatomical, and histochemical evaluations were
performed on pistillate flowers and developing fruits. The whole fruit develops in three phases: I)
histogenesis (up to 42 days after anthesis — DAA), when the topographic regions of the pericarp are defined;
II) endocarp maturation (42 to 70 DAA), when the sclerified zone of the pericarp is established; and, IlI)
mesocarp maturation (70 to 84 DAA), when reserve deposition is completed. During pericarp ontogenesis
i) the outer epidermis and the outer mesophyll of the ovary give origin to the exocarp (secretory epidermis,
collenchyma, parenchyma, and sclerenchyma and vascular bundles); ii) the median ovarian mesophyll
develops into the outer mesocarp, where carbohydrates and lipids are accumulated in a parenchyma
permeated with fiber and vascular bundles; iii) the inner ovarian mesophyll gives rise to the inner mesocarp
(a parenchymatic band) and the stony endocarp that surrounds the seed; iv) the inner ovarian epidermis
integrates with the endocarp and, in the micropylar region, it differentiates into the germination pore plate,
a structure that protects the embryo and controls germination. The histogenesis and reserve deposition in
the B. capitata pericarp present high complexity and a pattern not yet reported for Arecaceae, which

supports the adoption of the Butia-type pyrenarium fruits class.

Keywords: drupaceous fruits, endocarp, mesocarp, pericarp ontogenesis, palm fruit, pyrene.
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3 Introducéo

Frutos de diversas espécies de palmeiras tém importancia alimentar e agroindustrial, constituem
fontes de alimento para a fauna e de renda para populacdes tradicionais (Moore e Uhl 1982; Dransfield et
al. 2008; Moura et al. 2010). Os frutos em Arecaceae apresentam elevada complexidade, especialmente,
na diversidade de tecidos e tipos celulares e no padrao de deposicdo de reservas (Moore e Uhl 1982;
Essig 1999; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b; Melo et al. 2017). A classificacdo correta das estruturas
destes frutos depende de avaliagdes ontogenéticas, porém, ainda sdo escassos os estudos aprofundados
sobre desenvolvimento e constituicdo do pericarpo em Arecaceae — especialmente considerando que a
familia inclui aproximadamente 2600 espécies (Moore e Uhl 1982; Romanov et al. 2011; Bobrov et al.
2012; Reis et al. 2012; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b; Baker e Dransfield 2016).

Nas espécies de palmeiras, cuja ontogénese do pericarpo foi estudada, as fases de
desenvolvimento foram descritas como iniciando com crescimento e diferenciacdo dos tecidos e a
maturagdo do exocarpo, seguida pela maturacdo do endocarpo e, posteriormente, do mesocarpo
(Romanov et al. 2011; Bobrov et al. 2012; Reis et al. 2012; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b). Como
existe grande diversidade estrutural entre os frutos em Arecaceae, com consideravel variagdo em seu
tempo de desenvolvimento, é importante expandir esses estudos para identificar padrbes e
particularidades.

Os frutos das palmeiras, majoritariamente, originam-se de ovarios tricarpelares sincarpicos e séo
comumente classificados como pirenarios pseudomonémeros, com o desenvolvimento subsequente de
um endocarpo complexo pétreo (parede do pirénio) de origem mista (epiderme ovariana interna e tecidos
adjacentes do mesofilo ovariano) e uma semente (Uhl e Moore Jr 1971; Moore e Uhl 1982; Romanov et
al. 2011; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015a, b; Melo et al. 2017; Bobrov e Romanov 2019). Entre os frutos
pirenarios, o tipo Butia foi proposto, que se origina de um gineceu sincarpico (com um a 10 carpelos), e
contém uma a 10 sementes por fruto e uma zona esclerenquimatica continua no pericarpo (Bobrov e
Romanov 2019); esse tipo de fruto é encontrado na subfamilia Arecoideae, particularmente na tribo
Cocoseae, como na palmeira neotropical Butia capitata (Mart.) Becc. (“coquinho-azedo”) (Attaleinae)
(Bobrov e Romanov 2019). No entanto, ndo existem estudos aprofundados sobre a ontogénese e
constituicdo deste fruto tipo, 0os quais permitiriam o melhor entendimento dos padrdes de desenvolvimento
de frutos drupéceos.

Butia capitata € endémica do Cerrado (savana neotropical) na regido central do Brasil (Lorenzi
2010). A polpa (exocarpo + mesocarpo) dos frutos da espécie contém elevados teores de carboidratos,
fibras, lipidios, provitamina A, vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos (Moura et al. 2010; Faria et
al. 2011; Pereira et al. 2013) e séo utilizados para a fabricacdo de sucos e sorvetes com um sabor peculiar
gue é altamente apreciado pelas populagdes locais (Moura et al. 2010). Estudos sobre o desenvolvimento
do fruto da espécie poderao contribuir para a ampliacdo dos conhecimentos botanicos sobre as palmeiras,
bem como fornecer subsidios para auxiliar no processo de domesticacao da espécie.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o desenvolvimento do fruto de B. capitata e descrever
a ontogénese de seu pericarpo, respondendo as seguintes questdes: i) quais as fases de desenvolvimento

do fruto? ii) quais as origens e a classificacdo das estruturas pericarpicas? Buscou-se também discutir
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como o padréo morfogénico e a dindmica da deposicdo de compostos no pericarpo contribuem para a

constituicdo desse fruto peculiar.

4 Material e métodos

4.1 Material vegetal

Foram selecionados cinco individuos de B. capitata em fase reprodutiva, no pomar experimental (S
16°40°59”, W 43°50°21”) do Instituto de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal de Minas Gerais -
UFMG, municipio de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil. As amostragens foram realizadas no periodo
de outubro/2018 a abril/2019.

4.2 Avaliacdes biométricas

Em cada palmeira, foram amostrados aleatoriamente cinco flores pistiladas em antese e cinco frutos,
a cada sete dias, até os 28 dias ap06s antese (DAA). A antese foi evidenciada pela abertura floral e estigma
amarelo-palido. Apos os 28 DAA, a coleta ocorreu a cada 14 dias, durante 42 dias. Em seguida, a partir
de 70 DAA, na fase final de desenvolvimento, a coleta foi realizada a cada sete dias até a abscisao dos
frutos. O periodo de amostragem teve duracao média de 84 DAA.

Apbs a retirada do perianto, foram mensurados o comprimento e o diametro maximo dos pistilos e
dos frutos com auxilio de paquimetro digital (6”, Zaas Precision, Piracicaba, Brasil). Foi determinado o teor
de agua dos pistilos e frutos, considerando-se a diferenca entre as massas frescas e secas (mensuradas
utilizando balancga analitica; AY220, Shimadzu, S&o Paulo, Brasil) apds desidratacdo a 105°C, por 24 h,
em estufa de ar circulante (SX CR/42, Sterilifer, Diadema, Brasil). Para identificar a polpa, endocarpo e
sementes até 0s 42 DAA, os frutos foram seccionados com navalha; a partir dos 56 DAA, os frutos foram
despolpados manualmente e os pirénios (endocarpo + sementes) quebrados com torno mecanico de
bancada. Os teores de agua da polpa, endocarpo e sementes foram determinados a partir dos 42 DAA,
quando foi possivel separar visualmente essas estruturas (Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b).

Flores e frutos intactos e seccionados longitudinalmente (com navalha, até 42 DAA e, a partir de 56
DAA, com serra manual) para estudos morfolégicos e foram observados e fotografados usando camera
acoplada a estereomicroscopio (AxioCam MRc/Stemi 508, Zeiss, Gottingen, Alemanha). Logo apés a
abscisdo (em média, aos 84 DAA), 700 frutos foram despolpados e os pirénios foram quebrados com torno
manual de bancada, sendo contabilizado o nUmero de sementes por fruto. Os dados biométricos foram

sujeitos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0.05).

4.3 Avaliacdes anatdmicas

Trés flores em antese e trés frutos foram avaliados em cada intervalo de tempo como descrito para
as avaliacdes biométricas. A regido proximal das flores e frutos (regido micropilar) foi fragmentada e fixada
em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965), por 12 horas, sob vacuo, desidratada em série etilica (Jensen

1962) e incluida em resina glicol-metacrilato (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) (Paiva et al.
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2011). Seccgbes transversais e longitudinais radiais (3 ym) foram obtidas em micrétomo rotativo (Atago,
Tokyo, Japéo), coradas com azul de toluidina, pH 4,7 (O'Brien et al. 1964, modificado), e montadas em
resina acrilica (ltacril, Itaquaquecetuba, Sao Paulo, Brasil). A documentacéo fotografica foi realizada em

fotomicroscopio (AxioCam/AxioVision LE, Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

4.4 Avaliacdes histoquimicas

Foram obtidas seccdes transversais do material incluido, conforme o procedimento descrito para a
avaliacdo anatdbmica, nos tempos 42, 56, 70 e 84 DAA. As secc¢bes foram submetidas aos seguintes testes:
solugdo de acido periodico e reagente de Schiff (PAS) (Feder e O’Brien 1968), para detecgdo de
polissacarideos neutros, vermelho de ruténio, para polissacarideos acidos (Johansen 1940), reagente de
Lugol, para amido (Johansen 1940), sudan black B (Pearse 1980, modificado), para compostos lipofilicos,
xylidine ponceau (XP) para proteinas (Vidal 1970), azul de toluidina pH 4,7 para deteccao de mucilagens
e compostos fendlicos (O'Brien et al. 1964, modificado). A documentacgéo fotogréfica foi realizada conforme

descrito para a avaliagdo anatdmica.

5 Resultados

5.1 Desenvolvimento do fruto

O desenvolvimento do fruto de B. capitata ocorre, em média, em 84 dias, em trés fases (Figs. la-l,
2a-d). A fase I, histodiferenciacdo, compreende o periodo da antese até 42 DAA (Fig. 1a-g). As flores
pistiladas em antese sdo heteroclamideas, apresentando pec¢as do célice e da corola de formato ovoide,
sendo trés sépalas de coloracdo verde com extremidades marrons e trés pétalas amareladas (Fig. 1a-b);
o0 pistilo tem aspecto oval (Figs. 1a e 2a), estilete curto e estigma trifido de cor amarelo-palido (Fig. 1a-b).
A maior parte do crescimento do fruto em comprimento ocorre durante a fase | (Fig. 2a), com aumento na
massa fresca (Fig. 2b-c) e manutencéo de elevados teores de agua nos tecidos (Fig. 2d). Aos sete DAA,
o fruto apresenta componentes do perianto de coloragéo verde com extremidades marrons, estigma seco
e marrom-escuro (Fig. 1c-d), e exocarpo e mesocarpo esverdeados (Fig. 1d). Aos 21 DAA, séo evidentes
0 endocarpo, a cavidade seminal notadamente alongada e a regido do poro germinativo delimitada
externamente por uma estrutura em forma de placa (placa do poro germinativo) (Fig. 1e). Aos 28 DAA, o
fruto apresenta cicatrizes alongadas longitudinalmente laterais as sementes em desenvolvimento
(resultantes da compresséo das sementes abortadas pela expanséo da cavidade seminal (Fig. 1f). No final
da fase |, entre os 28 e 42 DAA, ocorre uma reducao do teor de agua (Fig. 2d) relacionada a maturacao
(esclerificacdo) do endocarpo. Aos 42 DAA, o fruto inclui o endocarpo esclerificado e marrom-claro, que
oferece resisténcia ao dano mecanico, e a semente tem endosperma parcialmente sélido (Fig. 1g).

A fase Il, maturacdo do endocarpo, corresponde ao periodo de 42 a 70 DAA (Fig. 1g-j), no qual o
fruto cresce predominantemente em didmetro (Fig. 2a); ha significativo aumento na massa seca do fruto,
endocarpo e semente (Fig. 2c), paralelamente ao progressivo decréscimo no teor de agua do fruto e de
suas estruturas (com excecdo da polpa) (Fig. 2d). Aos 56 DAA, o fruto apresenta semente com

endosperma totalmente solido e branco, e placa do poro germinativo delimitando externamente o poro
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germinativo; esta estrutura também é observada nos pseudoporos das sementes abortadas, que séo
incorporadas ao endocarpo pétreo de (Fig. 1h). Ao final da fase I, 0 endocarpo e a(s) semente(s) atingem
o valor maximo de massa seca (Fig. 2c).

Na fase lll, maturacdo do mesocarpo, entre 70 a 84 DAA, o fruto torna-se globular a medida que
seu diametro aumenta (Figs. li-l e 2a). Ocorre intensa deposicéo de reservas, com aumento das massas
fresca e seca do fruto e da polpa (Fig. 2b-c). O teor de 4gua se mantém aproximadamente constante, mas
decresce no endocarpo e semente (Fig. 2d). Ao final da fase lll, as massas secas do fruto e polpa atingem
seu valor maximo (Fig. 2c), definindo a conclusdo da maturagéo. A abscisao ocorre aos 84 DAA, em média,
guando a maioria dos frutos maduros se desprendem do perianto e tém estigma persistente (Fig. 1k). O
fruto maduro possui exocarpo (Fig. 1k) e mesocarpo amarelo alaranjado (suculento e muito fibroso),
externo ao endocarpo espesso e pétreo que envolve a semente (Fig. 11). Na regido micropilar, o endocarpo
forma uma placa do poro germinativo adjacente ao embrido (Fig. 1l). Os frutos podem ter uma (73,9%),

duas (25,3%) ou trés (0,9%) sementes.

5.2 Ontogénese do pericarpo

O ovario das flores pistiladas em antese (Fig. 3a) compreende as epidermes externa e interna e
mesofilo, com trés regibes topograficamente distintas: externa, mediana e interna (Fig. 3b). A epiderme
externa apresenta células ordinarias alongadas radialmente, com evidéncias de divis6es anticlinais (Fig.
3c). Os cordfes procambiais estao inseridos no mesofilo externo (adjacente a epiderme), o qual apresenta
células parenquimaticas de contorno irregular, com divisdes periclinais (Fig. 3c) e anticlinais (Fig. 3d) nas
camadas periféricas. ldioblastos fendlicos (Fig. 3c-e) e idioblastos rafidicos alongados (Fig. 3e) ocorrem
adjacentes aos corddes procambiais. O tecido vascular estd imerso no mesofilo mediano, que consiste de
células parenquiméticas (Fig. 3f). O parénquima tem células globulares, com divisdes anticlinais, além de
idioblastos fendlicos e rafidicos (Fig. 3f). Nos numerosos feixes vasculares colaterais fechados, o floema
apresenta elementos de tubo crivado dotados de placas crivadas transversais a obliquas (Fig. 3f) e bainha
nao lignificada (Fig. 3g). Os feixes vasculares mais diferenciados apresentam elementos traqueais (Fig.
3g-h) com espessamento escalariforme das paredes secundarias (Fig. 3h). O mesofilo interno compreende
a regido meristematica adjacente a epiderme interna (Fig. 3i-k), que, na regido proximal, & constituida por
células papilosas com divisdes anticlinais (Fig. 3k). Nas demais regides, a epiderme interna apresenta
células globulares, até sua conexdo com o canal estilar, na regido distal do ovario (Fig. 3a-b, i, j).

A partir de sete DAA, o pericarpo constitui-se de exocarpo, mesocarpo externo e interno e
endocarpo, os quais sdo diferenciados pela localizagdo e caracteristicas dos tecidos (Fig. 4a-b). O
exocarpo tem origem na epiderme externa e no mesofilo ovariano externo e € composto pela epiderme,
parénguima e esclerénquima (Fig. 4c-d). Essa regido diferencia-se basipetamente e apresenta, na porgéo
distal do fruto, células da epiderme e do parénquima expandidas radialmente (Fig. 4c) e numerosos feixes
de fibras parcialmente lignificados (Fig. 4d), com bainha rica em fendlicos (Fig. 4e). O mesocarpo externo
origina-se a partir do mesofilo mediano e consiste de tecido parenquimatico, com divisbes celulares
anticlinais na regido proximal e expanséo longitudinal na regido mediana (Fig. 4f), bem como tecido
vascular em arranjo desorganizado na regido distal do pericarpo (Fig. 4g). Nos idioblastos rafidicos existem

indicativos de divisGes anticlinais e vacuolos contendo mucilagem associada as réfides (Fig. 4h). O
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mesocarpo interno (em torno do endocarpo) origina-se do mesofilo interno e apresenta aumento da regido
meristematica e acumulo de compostos fendlicos (Fig. 4i-j). O endocarpo origina-se da maior parte do
mesofilo interno e da epiderme ovariana interna (Fig. 4i-k).

Aos 14 DAA, o exocarpo estéa diferenciado em epiderme, colénquima, parénquima e esclerénquima
(Fig. 5a-c). O colénquima é anelar na regido distal (Fig. 5¢) e origina-se das camadas periféricas do
parénguima exocarpico. O parénquima localiza-se internamente ao colénquima, com pequenos espacos
intercelulares; ha remanescentes de compostos fenélicos nos idioblastos, laterais aos feixes de fibras
parcialmente lignificados (Fig. 5c). Na regido micropilar, o mesocarpo interno apresenta corddes
procambiais, e células parenquimaticas em divisdo anticlinal (Fig. 5d) ou expansao radial (Fig. 5e). No
endocarpo, na regido lateral a semente (Fig. 5f-g), ocorrem feixes vasculares colaterais em diferenciacéo
e diferenciados, assim como divisdes celulares anticlinais (Fig. 5g). As células epidérmicas secretam
mucilagem, que é liberada para o interior da cavidade seminal (Fig. 5h).

Aos 21 DAA, ha reducéo centripeta de compostos fendlicos no parénquima mesocarpico da regiao
proximal do fruto (Fig. 6a-b) e ocorrem divis6es anticlinais nas células parenquiméticas do mesocarpo
externo (Fig. 6¢). A regido secretora do endocarpo € proliferada, com divisGes celulares periclinais (Fig.
6d-e).

Aos 28 DAA, quantro zonas topograficas no pericarpo tornam-se mais distintas: exocarpo,
mesocarpo externo e interno, e endocarpo (Fig. 7a-b). No exocarpo, a epiderme apresenta tricomas com
acumulo de mucilagem (Fig. 7c). O parénquima no mesocarpo externo apresenta expansao celular
tangencial e radial (Fig. 7d). As células parenquimaticas no mesocarpo interno apresentam divisfes
anticlinais e sdo achatadas longitudinalmente (Fig. 7e). No endocarpo, na regido micropilar, as células
derivadas da epiderme interna se expandem radialmente (Fig. 7f-g), formando uma placa que delimita
completamente o poro germinativo (que é preenchido com tecido seminal (Fig. 7f-h). A extremidade
proximal dessa regido proliferada € a base da placa do poro germinativo e esta inserida no restante do
endocarpo (Fig. 7f-g). A faixa expandida da placa afunila-se em direcdo a regido distal, tornando-se
uniestratificada; nessa regido, a placa conecta-se mais fracamente ao restante do endocarpo (Fig. 7h).

Aos 42 DAA, a reducdo de compostos fendlicos no mesocarpo € evidente, assim como a
esclerificac@o do endocarpo complexo, parte do qual é diferenciado na placa do poro germinativo (Fig. 8a-
b). O exocarpo tem idioblastos contendo fendlicos remanescentes (Fig. 8c-d) e fibras com paredes
secundarias completamente lignificadas (Fig. 8c); o parénquima possui conspicuos espacos intercelulares
(Fig. 8c-d). No mesocarpo, evidenciam-se espacos intercelulares, principalmente na regido de transicéo
com o exocarpo (Fig. 8e), e lignificacdo da bainha dos feixes vasculares (Fig. 8f-g) e dos feixes de fibras
(Fig. 8g). Os idioblastos rafidicos mostram expansao tangencial e rafides em processo de desintegracao
(Fig. 8g). No mesocarpo interno (uma esteita faixa em torno do endocarpo), as células parenquimaticas
sdo ricas em secrecao mucilaginosa (Fig. 8h). Exceto na regido proximal, as paredes celulares secundarias
das esclereides do endocarpo tornam-se espessas e se lignificadas basipetamente (Fig. 8i-k). Com a
diferenciacdo do endocarpo (Fig. 8j-k), a maior parte da histogénese € completada, que esta associada
com a delimitagdo do comprimento maximo do fruto, definindo o fim da fase | aos 42 DAA (Fig. 2a).

Apbs 56 DAA, as zonas pericarpicas de textura carnosa abrangem o exocarpo, mesocarpo externo
e interno (Fig. 9a-b). O exocarpo tem cavidades oriundas de idioblastos expandidos cujas rafides se

desintegraram (Fig. 9¢). Células parenquimaticas com dimensdes variadas sédo evidentes no entorno dos
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feixes em todo o mesocarpo (Fig. 9d). Secrecéo mucilaginosa pode ser observada nos feixes vasculares
na zona de transicdo entre o mesocarpo externo e o interno, bem como no parénquima e espagos
intercelulares — uma condic&o que ocorre também no mesocarpo interno (Fig. 9e).

Aos 70 DAA, o exocarpo e mesocarpos externo e interno estdo bem delimitados na regiao proximal
do fruto (Fig. 10a-c). O exocarpo mostra expressivo acimulo de mucilagem no colénquima e parénquima,
e evidencia diferenciacdo de elementos crivados e traqueais nos feixes vasculares (Fig. 10d). No
mesocarpo externo, autolises dos idioblastos rafidicos (cujas rafides ja se degradaram) originam cavidades
(Fig. 10e) circundadas por células parenquimaticas achatadas (Fig. 10e-f). As células parenquimaticas e
as cavidades do mesocarpo externo apresentam notavel alongamento radial (Fig. 10g-h). Feixes
vasculares no mesocarpo interno sao mais diferenciados e calibrosos (Fig. 10i) do que aqueles do
exocarpo (Fig. 10d) e do mesocarpo externo (Fig. 10g-h), evidenciando gradiente de diferenciacdo
centrifuga.

Aos 84 DAA, em média, ocorre a abscisao dos frutos maduros, cujo pericarpo apresenta exocarpo,
mesocarpo e endocarpo complexo bem definidos (Fig. 11la, 12). O exocarpo e mesocarpo exibem
caracteristicas histologicas similares as observadas aos 70 DAA (compare Fig. 11b-c com Fig. 10b-c). O
exocarpo tem epiderme papilosa, colénquima, parénquima com idioblastos fendlicos, conspicuos espacos
intercelulares, feixes de fibras (Fig. 11d), feixes vasculares (Fig. 11e), e cavidades circundadas por células
parenguimaticas achatadas (Fig. 11f). Na ocasido da abscisao dos frutos, o exocarpo é faciimente rompido
e destacado do restante do pericarpo — uma ocorréncia facilitada por lises em células parenquimaticas
adjacentes aos feixes (Fig. 11e) e pelas cavidades (Fig. 11f). O mesocarpo externo tem idioblastos
rafidicos (Fig. 11g), células parenquimaticas e cavidades expandidas radialmente intercalados com
numerosos feixes vasculares (Fig. 11h). Mucilagem é evidente nas células parenquiméticas e nos discretos
espagos intercelulares no mesocarpo externo (Fig. 11h). O mesocarpo interno contém células
parenquimaticas de formatos irregulares, intercaladas com idioblastos fendlicos, feixes vasculares, e

discretos espagos intercelulares (Fig. 11i).

5.3 Dindmica de compostos e deposicao de reservas

No inicio da fase Il, aos 42 DAA, a epiderme externa possui cuticula espessa contendo substancias
lipofilicas (Fig. 13a); a mucilagem é evidenciada no colénquima exocérpico (Fig. 13b) e nos idioblastos
rafidicos do mesocarpo externo (Fig. 13c). Aos 56 DAA, a mucilagem é acumulada nos idioblastos rafidicos
e nas células adjacentes do parénquima no mesocarpo externo (Fig. 13d). As células parenquimaticas no
mesocarpo interno armazenam mucilagem e compostos fenolicos (Fig.13e). Proteinas sao evidenciadas
na periferia do protoplasto das células mesocarpicas (Fig.13f) e como um componente da mucilagem em
idioblastos rafidicos (Fig.13f).

No inicio da fase Ill, aos 70 DAA, o mesocarpo interno possui células parenquimaticas ricas em
mucilagem e compostos fendélicos (Fig. 13g). Ocorre deposicdo de amido nas células parenquimaticas na
regido de transicdo entre o mesocarpo externo e interno, assim como no mesocarpo interno (Fig.13h);
gotas lipidicas sao evidenciadas no parénquima do mesocarpo externo e interno (Fig. 13i). Ao final da fase
Il (em média, aos 84 DAA) os frutos maduros em abscisdo apresentam cavidades secretoras de

mucilagem (Fig. 13j), a qual também € evidenciada nos espacos intercelulares e nas células
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parenquimaticas do mesocarpo externo (Fig. 13k). Os compostos fenélicos estédo presentes no parénquima
do mesocarpo externo e interno (Fig.13l), associados (ou nao) a mucilagem. Graos de amido (Fig. 13m) e
gotas lipidicas sdo estocados nas células parenquimaticas do mesocarpo externo e interno (Fig. 13n-0).

6 Discussao

6.1 Desenvolvimento do fruto

O fruto de B. capitata requer, em média, 84 dias para o seu completo desenvolvimento, o qual ocorre
em trés fases: | - histogénese (1 a 42 DAA), Il - maturacéo do endocarpo (42 a 70 DAA) e Il - maturacdo
do mesocarpo (70 a 84 DAA). A diferenciacdo é predominantemente basipeta — um padrdo comum para
Arecaceae (Uhl e Moore Jr 1971; Perera et al. 2010; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015a). No pericarpo,
ocorre alguma sobreposicdo dos processos de divisdo celular, diferenciacdo e maturacéo dos tecidos entre
as diferentes fases, 0 que esta relacionado a complexidade dos frutos da familia (Romanov et al. 2011;
Bobrov et al. 2012; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b; Melo et al. 2017; Reis et al. 2017) e é distinto do
padrdo mais comum de frutos carnosos (Gillaspy et al. 1993; Santos et al. 2019). O resumo dos principais
eventos relacionados a histogénese e dindmica de compostos no pericarpo de B. capitata estao
apresentados na Fig. 14.

A maior parte da histogénese do pericarpo ocorre na fase I, culminando com o estabelecimento do
formato ovoide do fruto; a diferenciacéo da placa do poro germinativo (a partir da parte micropilar da
epiderme ovariana interna) é observada nessa fase. Estes resultados confirmam as evidéncias de que a
histogénese do pericarpo das palmeiras esta concentrada nos estagios iniciais de desenvolvimento, como
constatado para Eugeissona Griff. (Calamoideae, Eugeissoneae) (Bobrov et al. 2012) e Acrocomia
aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. (Arecoideae, Cocoseae) (Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b). A dindmica
dos compostos fendlicos (observada entre as fases | e Il) indica que o0 seu consumo é requerido para a
diferenciagdo das estruturas lignificadas, como feixes de fibras, bainhas fibrosas, elementos traqueais e o
endocarpo; esse padréo é descrito em A. aculeata, Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore (Coryphoideae,
Trachycarpeae) e Cocos nucifera L. (Arecoideae, Cocoseae) (Rio et al. 2017). A esclerificagdo do
endocarpo (durante a fase Il) esta relacionada a definicAo do comprimento do fruto, como também
reportado para A. aculeata (Reis et al. 2012; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b).

A maturacdo do exocarpo e mesocarpo ocorre na fase lll. A intensificagcdo da expansao radial
aumenta o didmetro do fruto, definindo o seu formato arredondado — caracteristico da espécie. O maior
acumulo de reservas no final da ontogénese no fruto de B. capitata (Fig. 14) também foi evidenciado em
A. aculeata e pode minimizar o desperdicio de reservas, caso o desenvolvimento normal das sementes
nao ocorra (Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b). Em frutos de B. capitata, esta estratégia possivelmente
esta também relacionada a prevencéo da predacdo durante o desenvolvimento, uma vez que a semente
nao é protegida por exocarpo rigido e esclerificado, como evidenciado para diversas espécies da familia
(Romanov et al. 2011; Bobrov et al. 2012; Reis et al. 2012, 2017; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015b).

Nés evidenciamos que 0s espacos intercelulares aumentam basipetamente no exocarpo e no
mesocarpo de B. capitata a medida que o fruto cresce, conferindo a polpa o aspecto aerado, o que pode

favorecer o fluxo de oxigénio (Fig. 14). Foi constatada a ocorréncia de aerénquima no mesocarpo de
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palmeiras da subtribo Attaleinae (Cocoseae, Arecoideae), A. aculeata, Attalea pindobassu Bondar, Elaeis
oleifera (Kunth) Cortés (Noblick et al. 2013) e da tribo Borasseae (Coryphoideae) (Romanov et al. 2011).
O mesocarpo aerado ou esponjoso em A. aculeata também estd relacionado a presenca de ductos
mucilaginosos oriundos da fusdo de idioblastos contendo rafides (Reis et al. 2012). O actmulo de
mucilagem desempenha importante papel na retencéo de agua durante o desenvolvimento do fruto (Reis
et al. 2012). No presente trabalho, esses idioblastos rafidicos foram identificados ao longo do
desenvolvimento do pericarpo, com sua subsequente degradacéo e autélises ocorrem na maioria dessas
células, originando cavidades secretoras de mucilagem circundadas por células parenquimaticas
achatadas que acumulam mucilagem (Fig. 14). A deposicao de mucilagem ocorre amplamente nos tecidos
do pericarpo de B. capitata: na epiderme, colénquima, parénquima e feixes vasculares (no exocarpo e
mesocarpo), e nas camadas adjacentes a placa do poro germinativo. Estudos adicionais serao necessarios
para identificar a importancia desses compostos para a sintese de carboidratos de reserva, que sao

predominantes na composicdo da polpa e se acumulam na fase final do desenvolvimento do pericarpo.

6.2 Origem e classificagdo das estruturas pericarpicas

Os resultados do presente trabalho corroboram o estabelecimento da classe de frutos ‘pirenario tipo
Butia’ (Bobrov e Romanov, 2019), e ilustra a complexidade e diversidade dos frutos de Arecaceae. Os
frutos de B. capitata se originam de gineceu tricarpelar sincarpico e ttm uma zona esclerenquimatica
continua no pericarpo (Fig. 14). A maioria dos frutos da espécie séo pirenarios pseudomondémeros, com
um pirénio, ou raramente, pirenarios dimeros ou trimeros, contendo uma, duas ou trés sementes,
respectivamente.

Foi possivel identificar quatro zonas topogréficas, desde os estagios iniciais do desenvolvimento do
pericarpo de B. capitata (Fig.14), um ndmero maior do que encontrado em outras palmeiras como varias
espécies do género Dypsis Noronha ex Mart. (Dypsidinae, Areceae, Arecoideae) (Essig, 2008). O
exocarpo de origem mista (epidérmica e das camadas periféricas do mesofilo), constituido de tecidos
parenquimatico e/ou esclerenquimatico assim como em B. capitata, ja foi reportado para outras espécies
de palmeiras (Essig, 2008; Reis et al., 2012; Melo et al., 2017). O exocarpo de B. capitata € bastante
especializado, embora delgado e com pouca lignificacdo, e é constituido por células epidérmicas com
aspecto secretor — 0 que possivelmente esta associado com a producao do aroma tipico deste fruto (como
caracterizado por Aguiar et al. 2014) e a atragdo de dispersores de sementes. Na subfamilia Arecoideae,
sdo comumente encontrados feixes de fibras exocarpicos em progressiva separa¢do do sistema vascular,
que se encurtam e se reorientam na periferia do pericarpo (Essig 1999; Reis et al. 2012; Mazzottini-dos-
Santos et al., 2015b; Melo et al., 2017). Nés evidenciamos que o sistema de feixes fibrosos do exocarpo
em B. capitata é mais desenvolvido do que o relatado para representantes das subfamilias Calamoideae,
Coryphoideae, Ceroxyloideae e Nypoideae (Essig 1999).

A ontogénese do mesocarpo externo de B. capitata inicia-se anteriormente a antese. Possivelmente,
isso ocorre para minimizar a predacdo das flores pistiladas no periodo de polinizacdo, visto que nesse
momento, os tecidos constituintes dessa zona ja se encontram em diferenciacdo e carregados de
compostos fendlicos — e corresponde a maior por¢cdo do didmetro ovariano (Fig. 14). A diferenciacdo do
mesocarpo em Arecaceae pode comecar antes da polinizacdo das flores pistiladas, como em Eugeissona
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(Bobrov et al., 2012). Em B. capitata, 0 endocarpo complexo origina-se a partir da epiderme ovarina interna
e da maior parte do mesofilo interno dos trés carpelos, com os 6vulos abortados sendo incorporados no
tecido esclerificado, e com formacédo de pseudoporos laterais ao poro germinativo, todos voltados para a
regido proximal do fruto. Embora a posicdo dos poros germinativos seja variada na subtribo Attaleinae
(Cocoseae, Arecoideae), esse € um padrdo recorrente em Butia (Noblick et al. 2013).

O endocarpo de B. capitata, como evidenciado no presente trabalho, é de origem mista (epiderme
ovarina interna e regides adjacentes do mesofilo ovariano) e desenvolve uma estrutura altamente
especializada (placa do poro germinativo) a partir da por¢ado proximal da epiderme ovarina interna. A placa
do poro germinativo foi inicialmente descrita em A. vitrivir (Neves et al., 2013), teve sua ontogénese
caracterizada em A. aculeata (Mazzottini-dos-Santos et al., 2015b) e é reconhecida como importante para
a protecdo do embrido e controle da germinagéo (Souza et al. 2019; Soares et al. 2021). Em B. capitata,
essa estrutura tem sua base firmemente aderida ao restante do endocarpo e assemelha-se
morfologicamente a uma al¢a — que permite a ruptura (durante a germinacéo) mais facilmente na regido
de fraqueza (ndo na base). Isso contribui para a maior facilidade de germinagdo de suas sementes em
relagdo a outras espécies de palmeiras (como A. aculeata), pois a placa do poro se rompe (ou afrouxa)
mais facilmente na regido de fraqueza; ja em A. aculeata, a placa do poro esta fortemente presa ao restante
do endocarpo em ambas as extremidades, e o poro germinativo é protegido externamente pelo
adensamento de fibras do mesocarpo, o que aumenta a sua resisténcia (Mazzottini-dos-Santos et al.
2015b).

Existem diferentes classificagcbes para endocarpo. Segundo Roth (1977), o endocarpo pode ser
classificado como “sensu lato”, quando de origem mista (epiderme interna e camadas subjacentes) e
endocarpo “sensu strictu” (comumente nas drupas), o qual se origina apenas da epiderme ovariana interna.
No caso de Arecaceae, Murray (1973) classifica 0 endocarpo em tipo |: derivado apenas da epiderme
interna; tipo II: diferenciado da porgéo interna do pericarpo, sendo que a epiderme interna ndo faz parte
da constituicdo desse tipo de endocarpo; tipo lll: endocarpo complexo constituido da epiderme interna,
das bainhas esclerificadas dos feixes vasculares internos e do parénquima esclerificado adjacente a essa
regido. Mais recentemente, para as palmeiras, foi proposta a utilizacdo do termo endocarpo apenas no
sentido histogenético (originario exclusivamente da epiderme interna) (Romanov et al., 2011; Bobrov et
al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al., 2015b; Bobrov e Romanov, 2019). O endocarpo esclerificado é
frequentemente encontrado na subfamilia Arecoideae (Essig, 1999; Reis et al., 2012; Mazzottini-dos-
Santos et al. 2015b), ocorrendo menos comumente em Ceroxyloideae (Essig, 1999) e Calamoideae
(Bobrov et al., 2012).

6.3 Aplicacdes e perspectivas

Além da contribuicdo para a ampliagdo dos conhecimentos sobre o desenvolvimento e a estrutura
dos frutos das palmeiras, que sdo complexos, relativamente pouco estudados, e de elevado interesse
econdmico (Dransfield et al., 2008), as informac8es obtidas no presente trabalho também podem ter
aplicacbes relacionadas ao uso de espécies do género Butia. Diversas espécies desse género sao
utilizadas ou tém grande potencial de uso ornamental e frutifero (Hoffmann et al., 2014). No entanto, o

grupo ainda se encontra em estagio silvestre ou semidomesticado.
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A caracterizacdo do desenvolvimento dos frutos de B. capitata se insere na base de conhecimentos
fundamentais para sustentar programas de domesticacdo. Os pirénios (sementes envolvidas pelo
endocarpo pétreo) de espécies de Butia apresentam pronunciada dorméncia (Oliveira et al., 2013;
Schlindwein et al., 2019). As técnicas usuais para promover a germinacdo envolvem a quebra do
endocarpo e a retirada da semente, o que é trabalhoso e de baixo rendimento. O detalhamento da estrutura
e da funcionalidade da placa do poro germinativo (que atua no controle da germinacéo) de B. capitata
pode contribuir para o desenvolvimento de tecnologias de superagdo da dorméncia a partir do diasporo
inteiro da espécie.

O conhecimento sobre as fases de desenvolvimento dos frutos é fundamental para a caracterizacéo
da demanda nutricional das plantas durante a frutificacdo (Gillaspy et al., 1993; Santos et al. 2019), o que
€ importante para o manejo dos pomares de B. capitata, envolvendo a aplicacdo de técnicas como
irrigacdo, uso de reguladores de crescimento, adubagdo e desbastes. A identificacdo da epiderme
secretora no exocarpo pode ser ponto de inicio para estudos sobre a obteng&o dos compostos secundarios
ja identificados nos frutos de B. capitata (Aguiar et al., 2014) e que tém interesse cosmético e medicinal.
O detalhamento da estrutura e histoquimica das regides topogréficas do fruto da espécie poderado fornecer
parédmetros para a selecdo de materiais de interesse, contribuindo para programas de melhoramento

genético deste importante grupo de palmeiras neotropicais.

7 Conclusdes

O desenvolvimento do fruto de B. capitata ocorre em trés fases: | - histogénese (antese a 42 DAA),
Il - maturacdo do endocarpo (42 a 70 DAA), e lll - maturagdo do mesocarpo (70 a 84 DAA). As regides
topogréficas e seus tecidos/regibes de origem séo, respectivamente: i) exocarpo — epiderme ovariana
externa e mesofilo externo; ii) mesocarpo externo — mesofilo mediano; iii) mesocarpo interno — mesofilo
interno; iv) endocarpo — maior parte do mesofilo interno e epiderme ovariana interna. A maturacdo do
mesocarpo ocorre ao final do desenvolvimento do fruto, com acumulo de carboidratos no mesocarpo, que
é rico em fibras e feixes vasculares. A histogénese diversificada e a dindmica de deposicao de compostos
determinam a formac¢é&o do pericarpo de B. capitata — cujo padrdo de ontogénese, ainda nado reportado

para Arecaceae, apoia a adocao da classe de frutos pirenario tipo Butia.
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9 Figuras

Fig 1 Morfologia de flores e frutos em desenvolvimento de Butia capitata. Os niUmeros brancos no canto

superior direito indicam dias apds antese. (b, d-h, j, I) Seccdes longitudinais (coloragdo marrom do ovario
e endocarpo, em b e d-f, indica fendlicos oxidados). (a-b) Flor pistilada apresentando trés sépalas verdes
com extremidades marrons, trés pétalas amareladas, e estigma trifido amarelo-claro. (b) Pistilo ovoéide e
esverdeado. (c-d) Fruto apresentando perianto verde com extremidades marrons, e estigma seco e
marrom-escuro. (d) Exocarpo e mesocarpo esverdeado e sementes em desenvolvimento ovoides
(asterisco). (e) Fruto evidenciando endocarpo expandido, semente em desenvolvimento alongada
(asterisco); regiao do poro germinativo delimitada externamente pela placa do poro germinativo (ponta de
seta preta). (f) Fruto apresentando semente (asterisco) com cavidade seminal expandida em diametro;

cicatriz da semente abortada no endocarpo, lateralmente a semente. (g) Fruto com endocarpo
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esclerificado e marrom-claro, e semente (asterisco) com endosperma parcialmente celularizado na
periferia da semente. (h) Fruto apresentando semente (asterisco) com endosperma completamente
celularizado; pseudoporos das sementes abortadas incorporadas ao endocarpo pétreo e marrom-escuro.
(i) Fruto expandido lateralmente, com perianto e estigma persistentes. (j) Fruto mostrando semente
(asterisco) com endosperma semirrigido. (k) Fruto arredondado com estigma persistente, e cicatriz de
abscisdo na extremidade proximal (ponta de seta branca). (I) Fruto maduro; exocarpo e mesocarpo
carnosos de cor amarelo alaranjada envolvem o endocarpo espesso e lignificado; a placa do poro é
delgada e delimita o poro germinativo (ponta de seta preta), protegendo a semente (asterisco). as, semente
abortada; eb, embrido; ed, endosperma; en, endocarpo; ex, exocarpo; gr, regido do poro germinativo; me,
mesocarpo; ol, dvulo; ov, ovario; pp, placa do poro germinativo; pt, pétala; sa, estamindédio; sc, canal estilar;

sg, estigma; sm, cavidade seminal; sp, sépala; st, estilete
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Fig 2 Caracteristicas biométricas de flores e frutos em desenvolvimento de Butia capitata. As linhas
pontilhadas delimitam as fases de desenvolvimento do fruto. (a) Comprimento e diametro, (b) massa
fresca, (c) massa seca, e (d) teor de agua do fruto, polpa (exocarpo + mesocarpo), endocarpo e semente.

Letras diferentes em cada linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (P< 0.05)
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Fig 3 Flor pistilada de Butia capitata em antese. (a, b, d-f, h-k) Seccdes longitudinais. (c, g) Seccdes
transversais. (a) Esquema do ovario com indicacfes das regides representadas nas imagens. (b) Regido
proximal do ovério com mesofilo dividido em trés regifes topogréficas: externa, mediana e interna. (c)
Epiderme externa papilosa com divisdes celulares anticlinais (pontas de setas brancas); parénquima com
divisdes celulares periclinais (pontas de setas pretas) e corddes procambiais. (d) Parénquima com divisdes
celulares anticlinais (pontas de setas). (e) Parénquima com idioblastos fendlicos e rafidicos com divisGes
celulares anticlinais (pontas de setas). (f) Parénquima com divis6es celulares anticlinais (ponta de seta
branca), idioblastos fendlicos e rafidicos e feixes vasculares com elementos crivados apresentando placas
crivadas transversais a obliquas (pontas de setas pretas). (g) Feixe vascular colateral com bainha
parenquimatica multiestratificada (pontas de setas). (h) Feixe vascular evidenciando elementos traqueais
com espessamento escalariforme da parede celular (ponta de seta). (i) Mesofilo interno, epiderme interna
e ovulo. (j) Mesofilo interno com divisGes celulares periclinais (pontas de setas pretas); epiderme interna
com células cuboides. (k) Regido meristematica do mesofilo interno (pontas de setas pretas); epiderme

interna papilosa com divisdes celulares anticlinais (pontas de setas brancas). dr, regido distal do ovério;
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ie, epiderme interna; im, mesofilo interno; mm, mesofilo mediano; mr, regido mediana do ovéario; mz, zona
meristematica; oe, epiderme externa; ol, 6vulo; om, mesofilo externo; ov, ovario; pa, parénquima; pc,
corddes procambiais; pi, idioblasto fendlicos; pr, regido proximal do ovario; ri, idioblasto rafidicos; sa,
estaminddio; sc, canal estilar; se, elementos crivados; sh, bainha; te, elementos traqueais; vb, vascular

feixes

L)

Fruit

Exocarp

Outer mesocarp I

Inner mesocarp
and endocarp

Fig 4 Fruto de Butia capitata aos 7 DAA. (a-d, f-i, k) Secc¢des longitudinais. (e, j) Seccbes transversais. (a)
Esquema do fruto com indica¢cBes das regifes representadas nas imagens. (b) Pericarpo consistindo de
exocarpo, mesocarpo externo e interno, e endocarpo. (c) Células da epiderme externa e do parénquima
expandidas radialmente (seta de ponta dupla). (d) Parénquima com células expandidas longitudinalmente
(ponta de seta branca); feixes de fibras com paredes celulares parcialmente lignificadas (ponta de seta
preta). (e) ldioblastos fendlicos na bainha dos feixes de fibras (pontas de seta). (f) Parénquima com
divisbes anticlinais (ponta de seta preta), na regido proximal, e expanséo longitudinal (pontas de setas

brancas) na regido mediana. (g) Feixes vasculares em arranjo desorganizado (pontas de setas). (h)
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Idioblastos rafidicos com divisdes anticlinais (pontas de seta preta) e com vacuolos contendo mucilagem
(asterisco) associada as réafides; parénquima com divises celulares anticlinais na regiéo proximal (ponta
de seta branca). (i) Indicacbes das regides representadas nas imagens j e k. (j) Aumento na zona
meristematica com deposigdo de fendlicos. (k) Divisdes celulares anticlinais e periclinais (pontas de setas).
dr, regido distal do fruto; em, mesocarpo externo; en, endocarpo; ex, exocarpo; fi, fibras; ie, epiderme
interna; me, mesocarpo; mr, regido mediana do fruto; mz, zona meristematica; nm, mesocarpo interno; oe,
epiderme externa; pa, parénquima; pi, idioblasto fendlico; pr, regido proximal do fruto; pt, pétala; ri,

idioblasto rafidico; sc, canal estilar; sd, semente; vb, feixe vascular

Exocarp and
inner mesocarp

Inner mesocarp
and endocarp

Fig 5 Fruto de Butia capitata aos 14 DAA. (a-c, e-h) Seccdes longitudinais. (d) Secc¢éo transversal. (a)
Esquema do fruto com indicac¢des das regides representadas nas imagens. (b) Pericarpo composto por
exocarpo, mesocarpo externo e interno, e endocarpo. (¢) Exocarpo contendo colénquima (pontas de setas
pretas), fibras em diferenciacdo e parénquima com espacos intercelulares incipientes (pontas de setas
brancas). (d) Mesocarpo interno com corddes procambiais (circulos pontilhados) e parénquima com
divisdes celulares anticlinais (pontas de setas). (e) Células parenquimaticas expandidas radialmente
(pontas de setas). (f-g) Endocarpo lateral a semente. (g) Feixes vasculares e corddes procambiais
(circulos pontilhados); divisdes celulares anticlinais (pontas de seta). (h) Epiderme interna com células
secretoras de mucilagem (ponta de seta preta); a mucilagem € liberada no interior da cavidade seminal
(ponta de seta branca). co, colénquima; dr, regido distal do fruto; em, mesocarpo externo; en, endocarpo;
ex, exocarpo; fi, fibras; ie, epiderme interna; me, mesocarpo; mr, regido mediana do fruto; mz, zona

meristematica; nm, mesocarpo interno; oe, epiderme externa; pa, parénquima,; pi, idioblasto fendlico; pr,
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regido proximal do fruto; ri, idioblasto rafidico; sd, semente; se, elementos crivados; sm, cavidade seminal;

te, elementos traqueais; vb, feixe vascular

Mesocarp and
endocarp

Fig 6 Fruto de Butia capitata aos 21 DAA. (a-b) Secc¢bes longitudinais. (c-e) Secg¢fes transversais. (a)
Esquema do fruto com indicacdes das regides representadas nas imagens. (b) Pericarpo composta por
exocarpo, mesocarpo externo e interno, e endocarpo; reducéo centripeta de compostos fendlicos (pontas
de setas). (c) Mesocarpo externo com células parenquimaticas em diviséo anticlinal (pontas de setas). (d)
Regido secretora do endocarpo em proliferacdo. (e) Divisdes periclinais (pontas de seta) nas células
papilosas do endocarpo. eb, embrido; em, mesocarpo externo; en, endocarpo; ex, exocarpo; gr, regido do
poro germinativo; ie, epiderme interna; me, mesocarpo; mr, regido mediana do fruto; nm, mesocarpo
interno; pa, parénquima,; pi, idioblasto fendlico; pr, regido proximal do fruto; sd, semente; sm, cavidade

seminal
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Fig 7 Fruto de Butia capitata aos 28 DAA. (a-b, e-h) Secc¢des longitudinais. (c-d) Secc¢des transversais. (a)
Esquema do fruto com indica¢des das regides representadas nas imagens. (b) Pericarpo composto de
exocarpo, mesocarpo externo e interno, e endocarpo. (c¢) Exocarpo com tricomas secretores de mucilagem
(ponta de seta). (d) Parénquima em expansao celular tangencial (seta de ponta dupla) e radial (seta
pontilhada de ponta dupla). (e) Células parenquimaticas com divisdes anticlinais (pontas de setas brancas)
e achatadas longitudinalmente (pontas de setas pretas). (f-h) Endocarpo, na regido micropilar, com células
em expansédo radial (setas pontilhadas de pontas duplas), que forma uma placa delimitando o poro
germinativo. (g) Extremidade proximal da placa do poro inserida no restante do endocarpo (ponta de seta).
(h) Extremidade distal da placa do poro afunila-se na regido de fraqueza do endocarpo (ponta de seta).
co, colénquima; em, mesocarpo externo; en, endocarpo; ex, exocarpo; fi, fibras; gr, regido do poro
germinativo; ie, epiderme interna; me, mesocarpo; mr, regido mediana do fruto; nm, mesocarpo interno;
oe, epiderme externa; pa, parénquima; pi, idioblasto fendlico; pr, regido proximal do fruto; pt, pétala; ri,

idioblasto rafidico; sd, semente; sm, cavidade seminal; vb, feixe vascular
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Mesocarp I Exocarp and mesocarp I Fruit

Endocarp

Fig 8 Fruto de Butia capitata aos 42 DAA. (a-e, h-j) Secc¢fes longitudinais. (f-g, k) Seccdes transversais.
(a) Esquema do fruto com indicacdes das regides representadas nas imagens. (b) Regido proximal do
pericarpo marcante redu¢do nos compostos fendlicos no mesocarpo e esclerificagdo do endocarpo
complexo. (c-d) Exocarpo com feixes de fibras lignificados, parénquima com reduzida concentracdo de
fendlicos e espacos intercelulares conspicuos (pontas de setas). (e) Espacos intercelulares (pontas de
setas) na transicdo do exocarpo para o mesocarpo. (f) Feixe vascular com bainha lignificada. (g) Feixes
de fibras lignificadas (circulos pontilhados), idioblastos rafidicos em expanséo tangencial (seta de ponta
dupla) com réafides em processo de desintegracdo (ponta de seta). (h) Mesocarpo interno com células
parenquimaticas alongadas longitudinalmente e ricas em secre¢cdo mucilaginosa (pontas de setas). (i-k)
Lignificacao basipeta dos esclereides do endocarpo. (j) Regiéo de fragueza do endocarpo (ponta de seta).
k Endocarpo com paredes celulares parcialmente lignificadas. co, colénquima; ed, endosperma; em,
mesocarpo externo; em, endocarpo; ex, exocarpo; fi, fibras; gr, regi&o do poro germinativo; me, mesocarpo;
nm, mesocarpo interno; oe, epiderme externa; pa, parénquima; pi, idioblasto fendlico; ri, idioblasto rafidico;

se, elementos crivados; sm, cavidade seminal; te, elementos traqueais; vb, feixe vascular
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Fig 9 Fruto de Butia capitata aos 56 DAA. (a-c, e) Secc¢bes longitudinais. (d) Seccao transversal. (a)
Esquema do fruto com indicacdes das regides representadas nas imagens. (b) Regido proximal do fruto
com as zonas pericarpicas de consisténcia carnosa: exocarpo, mesocarpo externo e interno. (c) Exocarpo
com cavidades (ponta de seta). (d) Mesocarpo com células parenquimaticas de dimensdes variadas (ponta
de seta). (e) Transicdo entre mesocarpo externo e interno com secre¢cdo mucilaginosa nos feixes
vasculares, parénquima e espacos intercelulares (pontas de setas). co, colénquima; eb, embrido; ed,
endosperma; em, mesocarpo externo; em, endocarpo; ex, exocarpo; fi, fibras; gr, regido do poro
germinativo; me, mesocarpo; hm, mesocarpo interno; oe, epiderme externa; pa, parénquima; pi, idioblasto
fendlico; ri, idioblasto rafidico; vb, feixe vascular
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Fig 10 Fruto de Butia capitata aos 70 DAA. (a-c, e-f) Sec¢8es longitudinais. (d, g-i) Secg¢des transversais.
(a) Esquema do fruto com indicacdes das regifes representadas nas imagens. (b-c) Regido proximal do
fruto com as zonas pericarpicas de consisténcia carnosa: exocarpo, mesocarpo externo e interno. (d)
Exocarpo com mucilagem na epiderme, colénquima e parénquima (pontas de setas brancas); feixes
vasculares com bainha fibrosa e elementos traqueais e crivados. (e) Células parenquimaticas do
mesocarpo externo apresentam autélises (ponta de seta) originando cavidades (asterisco). (f) Células
volumosas com protoplasto em colapso (ponta de seta branca) e paredes (ponta de seta preta) indicando
autdlise, circundadas por células parenquimaticas achatadas (asteriscos brancos). (g-h) Cavidades (setas
de pontas duplas) e as células parenquimaticas (setas pontilhadas de pontas duplas) alongados
radialmente. (i) Mesocarpo interno com idioblastos rafidicos e feixes vasculares calibrosos. ca, cavidade;
co, colénquima; eb, embrido; ed, endosperma; em, mesocarpo externo; en, endocarpo; ex, exocarpo; fi,
fibras; gr, regido do poro germinativo; me, mesocarpo; nm, mesocarpo interno; oe, epiderme externa; pa,

parénquima; pi, idioblasto fendlico; se, elementos crivados; te, elementos traqueais; vb, feixe vascular
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Fig 11 Fruto maduro de Butia capitata em abscisdo (em média aos 84 DAA). (a-c, e-f, i) Seccoes
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longitudinais. (d, g-h) Seccdes transversais. (a) Esquema do fruto com indicagbes das regibes
representadas nas imagens. (b-c) Exocarpo e mesocarpo na regido proximal do fruto. (d-e) Epiderme,
colénquima, parénquima, espacos intercelulares conspicuos (ponta de seta branca), feixes de fibras e
vasculares; células parenquiméticas em autélise (pontas de seta pretas). (f) Cavidades (asteriscos)
circundadas por células parenquiméticas achatadas (ponta de seta branca) e células parenquiméticas em
autdlise (ponta de seta preta). (g-h) Mesocarpo externo contendo idioblastos rafidicos, células
parenquimaticas e cavidades (asterisco) expandidos radialmente intercalados por numerosos feixes
vasculares (elipses pontilhadas). (h) Mucilagem nas células parenquimaticas (ponta de seta preta) e nos
discretos espacos intercelulares (pontas de setas branca) do mesocarpo externo. (i) Mesocarpo interno
com células parenquimaticas de formatos variados intercaladas com feixes vasculares e espacos
intercelulares (ponta de seta). co, colénquima; eb, embrido; ed, endosperma; em, mesocarpo externo; en,
endocarpo; ex, exocarpo; fi, fibras; gr, regido do poro germinativo; me, mesocarpo; nm, mesocarpo interno;

oe, epiderme externa; pa, parénquima; pi, idioblasto fendlico; ri, idioblasto rafidico; vb, feixe vascular
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Fig 12 Esquema do fruto maduro de Butia capitata em abscisdo (em média aos 84 DAA), em seccao
transversal, indicando exocarpo, mesocarpo, endocarpo e sementes (detalhe a direita). em, mesocarpo

externo; en, endocarpo; ex, exocarpo; me, mesocarpo; hm, mesocarpo interno; sd, semente
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Fig 13 Histoquimica do exocarpo e mesocarpo de Butia capitata em diferentes fases de desenvolvimento
(nimero de dias apés antese € indicado na coluna a esquerda). (a, i, n-0) Lipideos corados de preto com
sudan black. (b-c, j) Polissacarideos neutros corados de magenta com acido periédico e reagente de Schiff
(PAS). (d-e, g, k-I) Mucilagem corada de rosa e compostos fendlicos corados de verde com azul de
Toluidina. (f) Proteinas coradas de vermelho com xylidine ponceau (XP). (h, m) Amido corado de preto
com reagente de Lugol. (a-b) Exocarpo. (c-d, f, i, j-k, m-n) Mesocarpo externo. (e, g-h, I, 0) Mesocarpo

interno. (a) Impregnacao de cutina (ponta de seta preta) nas células epidérmicas. (b) Mucilagem (pontas
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de seta pretas) nas células do colénquima e, (c) no idioblasto rafidico (seta branca indica rafides). (d)
Mucilagem (pontas de setas) nos idioblastos rafidicos, nas células parenquimaticas ao redor deles, e (e)
adjacentes aos feixes vasculares; compostos fenolicos no parénquima. (f) Discreto acimulo de proteinas
(pontas de setas) na periferia do protoplasto nas células parenquimaticas. (g) Mucilagem (pontas de setas)
e compostos fendlicos em células parenquimaticas. (h) Gréos de amido, e (i) gotas lipidicas nas células
parenquimaticas. (j) Mucilagem (pontas de setas) nas cavidades. (k) Mucilagem (pontas de setas) nos
espacos intercelulares, e nas células parenquimaticas. (I) Compostos fendlicos nas células
parenquimaticas. (m) Graos de amido, e (n-0) gotas lipidicas nas células parenquimaticas. ca, cavidade;
co, colénquima; cu, cuticula; fi, fibras; Ip, lipidios; oe, epiderme externa; pa, parénquima; pi, idioblasto
fendlico; ri, idioblasto rafidico; st, amido; vb, feixe vascular
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Fig 14 Esquemas dos principais eventos relacionados a histogénese e dindmica de compostos no

pericarpo de Butia capitata. (0 d) Flor pistilada em antese, com ovario dividido em trés zonas topograficas

e abundancia de compostos fendlicos. (7-28 d) Estagios iniciais de desenvolvimento do fruto, em que
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ocorrem divisdo e expansao celular, lignificacao dos feixes de fibras no exocarpo e notavel reducéo nos
compostos fendlicos. (42d) Final da histogénese, com diferenciacdo do colénquima, ampliacdo dos
espacos intercelulares, notavel expansao celular no mesocarpo e inicio da lignificagdo do endocarpo. (56,
84 d) Estagios de maturacgédo do fruto, com acumulo de mucilagem nos idioblastos rafidicos, cavidades e
parénguima mesocarpico, e deposicao de amido no mesocarpo; completa lignificacdo do endocarpo. as,
semente abortada; eb, embrido; ed, endosperma; em, mesocarpo externo; en, endocarpo; ex, exocarpo;
ie, epiderme interna; im, mesofilo interno; mm, mesofilo mediano; nm, mesocarpo interno; oe, epiderme
externa; ol, évulo; om, mesofilo externo; ov, ovario; pt, pétala; sa, estaminédio; sc, canal estilar; sg,

estigma; sm, cavidade seminal; sp, sépala; st, estilete; sd, semente; tg, tegumento
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4.2 Artigo 2 — Aspectos citolégicos da maturacdo e senescéncia da polpado fruto de Butia capitata

(Arecaceae)

Este artigo foi elaborado conforme as normas da Revista Postharvest Biology and Technology.
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1 Resumo

Frutos de diversas espécies de palmeiras séo ricos em nutrientes e amplamente utilizados na industria
alimenticia, porém pouco se conhece sobre sua maturacéo e senescéncia. Este trabalho objetivou associar
indicadores fisico-quimicos e alteracdes citoldgicas relacionados a maturacéo e senescéncia da polpa do
fruto da palmeira neotropical B. capitata, cujo suco acido-doce € utilizado na fabricacdo de bebidas e
sorvetes. Foram realizadas avaliages morfologicas, fisico-quimicas, histoquimicas e ultraestruturais em
frutos em maturacdo e no periodo pos-colheita. Durante a maturacéo, a polpa armazena mucilagem,
acUcares e acidos organicos no vacuolo, amido e carotenoides em plastidios, lipidios e proteinas no
citossol. A maturidade fisiol6gica da polpa é atingida no momento da abscisao (= ponto de colheita), aos
89 dias apds a antese. Nesta ocasiao, os frutos apresentam aspecto amarelo alaranjado (méaximo acumulo
de carotenoides), suculento, fibroso e macio (enfraquecimento da lamela mediana e paredes celulares),
reducdo do conteudo de fendlicos nos vacuolos e elevados niveis de sdlidos sollveis (SS) (degradacao
do amido em agucares). A polpa dos frutos maduros € constituida por carboidratos (77 %), lipidios (16 %),
proteinas (3 %) e carotenoides (3728 pug/100 g base fresca) e o suco tem pronunciada acidez (pH 3,3). A
senescéncia da polpa esta relacionada ao declinio da acidez (TA), elevacéo dos SS e da razdo SS/TAA,
reducdo na firmeza (afrouxamento das paredes celulares), reducdo dos nutrientes, aumento no acimulo
de fendlicos, culminando com o colapso do protoplasto. Os frutos de B. capitata sdo pereciveis em

condi¢gdes ambientais, devendo ser consumidos ou processados proximo a abscisao.

Palavras-chave: deposicao de reservas, frutos de palmeiras, mesocarpo, ponto de colheita, p6s-colheita.
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2 Abstract

Fruits of several species of palm trees are rich in nutrients and widely used in the food industry, but little is
known about their maturation and senescence. This work aimed to associate physicochemical indicators
and cytological alterations related to the maturation and senescence of the fruit pulp of the neotropical palm
tree B. capitata, whose sweet-acid juice is used in the manufacture of beverages and ice cream.
Morphological, physicochemical, histochemical and ultrastructural evaluations were carried out in ripening
fruits and in the post-harvest period. During maturation, the pulp stores mucilage, sugars and organic acids
in the vacuole, starch and carotenoids in plastids, lipids and proteins in the cytosol. The physiological
maturity of the pulp is reached at the moment of abscission (= harvest point), 89 days after anthesis. On
this occasion, the fruits have a yellow-orange appearance (maximum accumulation of carotenoids),
succulent, fibrous and soft (weakening of the median lamella and cell walls), reduced phenolic content in
the vacuoles and high levels of soluble solids (SS) (degradation of the starch in sugars). The pulp of ripe
fruits is constituted by carbohydrates (77%), lipids (16%), proteins (3%) and carotenoids (3728 ug/100 g
fresh basis) and the juice has pronounced acidity (pH 3.3). The pulp senescence is related to the decline
in acidity (TA), increase in SS and SS/TAA ratio, reduction in firmness (loosening of cell walls), reduction
in nutrients, increase in phenolic accumulation, culminating in protoplast collapse. The fruits of B. capitata
are perishable under environmental conditions and must be consumed or processed close to the

abscission.

Keywords: reserve deposition, palm fruits, mesocarp, harvest point, post-harvest.
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3 Introducéo

Os frutos de diversas espécies de palmeiras sao ricos em compostos de reservas importantes para
alimentacdo humana e da fauna, com varias aplicacdes nas indUstrias alimentar, farmacéutica e cosmética
(Moura et al., 2010; Mota et al., 2011; Barreto et al., 2016; Hamza et al., 2016; Rio et al., 2016). No entanto,
pouco ainda é conhecido sobre a maturacéo, ponto ideal de colheita e senescéncia destes frutos e como
as praticas de manejo pés-colheita podem reduzir as perdas de sua qualidade nutricional (Aguiar et al.,
2013; Silva e Scariot, 2013; Evaristo et al., 2016; Ben-Zvi et al., 2017).

A maturacao dos frutos de diversas espécies de palmeiras esta associada ao acimulo de reservas
no mesocarpo, que ocorre ao final do desenvolvimento (Silva et al., 2013; Mazzottini-dos-Santos et al.,
2015). Apds esse estagio, a senescéncia pode ser, normalmente, revelada pela reducdo no teor de agua
e na firmeza (Santelli et al., 2006; Moura et al., 2010) e pela elevada degradagéo de compostos organicos
decorrente da fermentagdo espontanea (Aguiar et al., 2013). Estruturas celulares também fornecem
indicativos dos processos de maturacdo e senescéncia (Mazzottini-dos-Santos et al., 2015; Thadeo et al.,
2015; Reis et al., 2017). Analises estruturais sobre a maturacao do mesocarpo foram realizadas em frutos
de poucas espécies de palmeiras (Romanov et al., 2011; Bobrov et al., 2012; Mazzottini-dos-Santos et al.,
2015; Thadeo et al., 2015; Reis et al., 2017), considerando a representatividade (cerca de 2600 spp.) e
importancia ecoldgica e econdémica da familia Arecaceae (Aguiar et al., 2013; Baker e Dransfield, 2016;
Ben-Amor et al., 2016; Evaristo et al., 2016; Ben-Zvi et al., 2017). Entretanto, sdo escassas as analises
ultraestruturais no pericarpo de palmeiras e, por isso, estudos dessa natureza em frutos de outras familias
tém contribuido para elucidar os processos de maturagdo e senescéncia (Ortiz et al., 2010; Rongkaumpan
et al., 2019; Santos et al., 2019; Zhang et al., 2020; Li et al., 2021). Além disso, ndo sdo encontrados na
literatura estudos integrando avaliagGes fisico-quimicas e citolégicas da maturagcdo e senescéncia de
frutos de palmeiras, os quais podem contribuir para o desenvolvimento de tecnologias de manejo da
colheita e processamento agroindustrial (Aguiar et al., 2013; Silva e Scariot, 2013; Mazzotini-dos-Santos
et al., 2015; Barreto et al., 2016; Prada et al., 2011).

Butia capitata (Mart.) Becc. (Attaleinae), coquinho-azedo, é uma palmeira neotropical, endémica do
Cerrado (savana neotropical) brasileiro (Lorenzi, 2010) e ameagada de extin¢do (Heiden et al., 2020). Os
frutos da espécie representam uma fonte de renda para agroextrativistas (Moura et al., 2010). Os frutos
maduros podem ser consumidos in natura (Lopes et al., 2012) e empregados na fabricacdo de sucos,
licores, sorvetes (Moura et al., 2010) e farinha (Pereira et al., 2017). A polpa (exocarpo mais mesocarpo)
apresenta forte aroma, peculiar sabor acido-doce, e elevado teor de carboidratos, fibras, provitamina A,
vitamina C, carotenoides e compostos fendlicos, o que ressalta o potencial de ampliagdo do uso
agroindustrial do fruto (Moura et al., 2010; Faria et al., 2011; Pereira et al., 2013). Estudos sobre os
processos de maturagdo e senescéncia do pericarpo da espécie poderdo fornecer informacdes Uteis para
o desenvolvimento de protocolos para colheita e pds-colheita dos frutos e gerar indicativos para subsidiar
programas de domesticacdo da espécie.

O objetivo do presente trabalho foi associar a avaliacdo de indicadores fisico-quimicos da maturacéo
e senescéncia da polpa do fruto de B. capitata com a caracterizagdo das alteragdes histoquimicas e

ultraestruturais nas células mesocéarpicas que definem estes processos. Com a integracdo das
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informacdes, buscou-se construir um modelo citolégico para a maturagao e senescéncia da polpa, o qual

podera ser Util em estudos sobre desenvolvimento e pos-colheita de frutos com suco acido-doce.

4 Material e métodos
4.1 Material Botanico

Foram selecionados aleatoriamente cinco individuos de B. capitata em fase reprodutiva no pomar
experimental (S 16°40°59”, W 43°50°21”), localizado no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Minas Gerais - UFMG, no municipio de Montes Claros, Estado de Minas Gerais, Brasil. O
florescimento e a frutificacdo foram monitorados semanalmente, sendo marcada uma infrutescéncia

(cacho) em cada individuo. As amostragens foram realizadas no periodo de outubro/2019 a janeiro/2020.

4.2 Avaliacdo morfoldgica

Foram coletados os frutos sem sinais de predacdo ou de contaminacao microbiana, aleatoriamente
na regido distal do cacho, aos 75 e 87 dias ap6s antese das flores pistiladas (DAA), no dia da absciséo
(AB), e aos quatro e sete dias apds colheita (DAH). A abscisdo dos frutos nos cachos selecionados
ocorreu, em média, aos 89 DAA. Para a amostragem do dia da abscisao, foi feita a limpeza na superficie
do solo sob os cachos estudados e, apés 24h, foram colhidos os frutos caidos nesse local. Para a
amostragem poés-colheita, os frutos coletados no dia da absciséo foram levados para o laboratério, onde
foram mantidos em bandeja de polietileno, a 25 °C, por quatro e sete dias.

Frutos intactos e seccionados transversalmente com serra manual foram observados e
fotografados usando camera digital (SX520HS, Canon, Manaus, Brasil) e camera (AxioCam MRc, Zeiss,
Gottingen, Alemanha) acoplada a estereomicroscépio (Stemi 508, Zeiss, Gottingen, Alemanha) para

descricdo e documentagdo da morfologia externa e interna.

4.3 Avaliacdes fisico-quimicas

A amostragem dos frutos foi realizada conforme descrito para avaliagdo morfolégica. Os frutos foram
avaliados quanto a colorimetria, firmeza, composicdo bromatoldgica, carotenoides, potencial
hidrogenibnico (pH), acidez titulavel (TA), sélidos sollveis (SS), razao SS/TA.

Para avaliacdo colorimétrica, cinco repeticdes de 26 frutos por tratamento foram amostradas
aleatoriamente e avaliados de forma individual em trés pontos distintos do exocarpo, usando colorimetro
portatil (CR-400, Konica Minolta, Nova Jersey, Estados Unidos), com determinacao no modelo CIE L*a*b*,
sendo que a coordenada L* (coeficiente de luminosidade) apresenta valores na escala de 0 (totalmente
preta) a 100 (totalmente branca). A coordenada a* pode assumir valores de -80 (verde) a +100 (vermelho).
A coordenada b* pode variar de -50 (totalmente azul) a +70 (totalmente amarelo). Os parametros obtidos
de a* e b* foram utilizados para a determinacéo dos indices Chroma (C*) e Hue (h°), de acordo com as
seguintes equagdes: C* = \ (a2+b?) e h° = tg (a/b) (McGuire, 1992), sendo C* um parametro quantitativo
de intensidade de cor e h® um parametro qualitativo de cor (Pathare et al., 2013) de forma que o angulo 0°

indica a cor vermelha, 90° amarela, 180° verde, 270° azul (McGuire, 1992).
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Para avaliacdo de firmeza, cinco repeticbes de 48 frutos por tratamento foram amostradas
aleatoriamente e avaliados de forma individual, nos dois lados mais planos da sua regido equatorial,
utilizando a técnica de aplanacdo adaptada (Calbo e Nery, 1995, modificado), sendo os resultados
expressos em N cm-2. As massas fresca e seca da polpa foram quantificadas em cinco repeticées de cinco
frutos por tratamento, que foram despolpados manualmente, e a polpa de cada fruto pesada
individualmente em balanca analitica (AY220, Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil) antes e apos a desidratacédo
a 105 °C, por 24 h, em estufa de ar circulante (SX CR/42, Sterilifer, Diadema, Brasil). Os frutos frescos
utilizados nas andlises fisicas foram despolpados e mantidos a -17 °C, por 120 dias, até a realizacéo das
demais analises. As polpas congeladas foram utilizadas para as analises quimicas.

As analises de composigao centesimal foram determinadas conforme preconizado pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2016). Para tanto, foram determinados os teores (%) de 4gua na
base fresca (FB, massa fresca fixa para todos os tratamentos) pela secagem direta em estufa (TE42D,
Thelga, Belo Horizonte, Brasil) a 105 °C. Com a utilizag&o da base seca (DB, massa seca fixa para todos
os tratamentos), foram mensurados os teores (%) de lipideos totais (TL) por extracdo direta em aparelho
extrator de Soxhlet (MA 044/8/50, Marconi, Piracicaba, Brasil), proteinas totais (TP) pelo método de
Kjeldahl classico, cinzas (A) por incineragdo em mufla (2000F, Zezimag, Contagem, Brasil) e carboidratos
totais (TC) por meio da equacdo: % TC =100 —[% TL + % TP + % A].

A partir da massa seca da polpa por fruto (DM fruto!) e do teor de cada composto na DB, foi obtida
a concentracao de TC, TL, TP e A por fruto (fruto?), por meio das seguintes equacdes, respectivamente:
TC fruto! = DM fruto? * % TC/100; TL fruto* = DM fruto® * % TL/100; TP fruto* = DM fruto® * % TP/100;
A frutol = DM fruto? * % A/100. Os resultados da concentra¢do dos compostos por fruto foram expressos
em mg frutol. A extracdo dos carotenoides (a-caroteno, 3-caroteno, 6-caroteno, y-caroteno, licopeno) da
polpa dos frutos foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Rodriguez-Amaya (2001), sendo
0s extratos preparados com éter de petréleo sob abrigo de luz e oxigénio. A absorbancia dos extratos foi
medida por meio de espectrofotdmetro UV-visivel (UV-M51, Bell Engineering, Piracicaba, Brasil), sendo
calculado o teor de carotenoides totais na base fresca (TCr 100g FB). A partir deste parametro e da
massa fresca por fruto (FM fruto!), foi obtida a concentracdo de carotenoides totais por fruto (TCr fruto?),
por meio da equacdo: TCr fruto! = FM fruto! * TCr 100g! FB/100. Os resultados de TCr fruto* foram
expressos em pg fruto™.

O pH, TA e teor de SS foram avaliados na base fresca (AOAC, 2016). O pH foi
determinado utilizando-se pHmetro (PH 11, Hanna, Barueri, Brasil). A TA foi determinada por meio da
titulacdo com solugdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,01N, usando como indicador a fenolftaleina e, em
seguida, convertida para porcentagem de acido citrico. O teor de SS foi determinado por refratometria com
refratbmetro portatil (RT30 ATC, Instrutherm, S&o Paulo, Brasil) e expresso em %. A partir dos valores de
SS e TA (mensurados neste trabalho), foi obtida a razdo SS/TA.

Para todas as avaliagdes fisico-quimicas, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. Os
dados quantitativos foram expressos em valor médio + erro padrdo da média, submetidos a analise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade (P < 0,05).

4.4 Avaliagdes histoquimicas e ultraestruturais
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Para a avaliagdo histoquimica, foram amostrados trés frutos aos 42, 56 e 70 DAA, no dia da
abscisdo e aos quatro e sete DAH, conforme procedimento descrito para avaliagdo morfoldgica.
Fragmentos do mesocarpo da regido equatorial dos frutos foram fixados em solucdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965), por 12 horas, sob vacuo, desidratados em série etilica (Jensen, 1962) e incluidos a frio
em resina glicol-metacrilato (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha) (Paiva et al., 2011). Secces
transversais e longitudinais (5um) foram obtidas em micrétomo rotativo (Atago, Tokyo, Japao) e
submetidas aos seguintes testes: azul de toluidina pH 4.7 (O’Brien et al., 1964, modificado) para detec¢ao
de mucilagens e compostos fendlicos, solugdo de acido periédico e reagente de Schiff (PAS) (Feder e
O’Brien, 1968) para deteccao de polissacarideos neutros, reagente de Lugol (Johansen, 1940) para amido,
sudan black B (Pearse, 1980, modificado) para compostos lipofilicos, xylidine ponceau (XP) (Vidal, 1970)
para proteinas. A documentacdo foi realizada em fotomicroscépio (AxioCam/AxioVision LE, Zeiss,
Oberkochen, Alemanha).

Para avaliacdo ultraestrutural, foram amostrados fragmentos do mesocarpo da regido equatorial
dos frutos, nos intervalos de tempo descritos para avaliacao histoquimica. O material foi fixado em solugéo
de Karnovsky (Karnovsky, 1965), pH 7,3, p6s-fixado em tetréxido de ésmio 1 % (tampéo fosfato 0.1 M, pH
7.2), desidratado em série de acetona, embebido em resina Araldite (Leica Microsystems, Heidelberg,
Alemanha) e seccionados em ultramicrétomo (UC6, Leica Microsystems, Heidelberg, Alemanha). Sec¢des
tangenciais ultrafinas (50 nm) foram tratadas com acetato de uranila e citrato de chumbo (Roland, 1978) e
examinadas em microscopio eletrénico de transmissao (Tecnai G2-20-SuperTwin, FEI Company,

Eindhoven, Holanda); as imagens foram capturadas digitalmente a 200 kV.

5 Resultados

5.1 Morfologia

A polpa dos frutos de B. capitata apresentou, aos 75 DAA, exocarpo de coloracdo verde clara,
mesocarpo verde-limdo na periferia, esbranquicado na por¢cdo mediana e amarelo-claro no interior (Fig.
1a). Os frutos apresentaram aspecto similar aos 87 DAA e no evento da abscisdo (em média 89 DAA),
sendo que neste intervalo de tempo, os frutos exibiam o didmetro maximo, exocarpo e mesocarpo de
aspecto amarelo alaranjado e suculento (Fig. 1b). Aos quatro DAH, os frutos apresentaram tonalidade
amarelo alaranjada intensa e murcha na regido distal e proximal (Fig. 1c). Aos sete DAH, os frutos

apresentaram aspecto alaranjado claro, murcho e corrugado (Fig. 1d).

5.2 Avaliacao fisico-quimica

Os valores de L* indicaram exocarpo com aumento da luminosidade (transi¢do para coloragdo mais
clara) até os 87 DAA, seguida de estabilizacdo na abscisdo; aos quatro e sete DAH, houve reducao da
luminosidade (transi¢cdo para coloracdo mais escura) do exocarpo em relacao ao ponto de absciséo (Fig.
2a). Tendo em vista a coordenada a*, aos 75 DAA, predominava-se a cor verde-clara, que foi reduzida até
os quatro DAH (Fig. 2b). Concomitantemente, observando-se a coordenada b*, a cor amarela se

intensificou a partir dos 87 DAA com declinio aos sete DAH (Fig. 2c). O C* elevou-se entre os 75 DAA
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(baixa saturacao/intensidade) até os quatro DAH (alta saturacao/intensidade), decrescendo aos sete DAH
(baixa saturacao/intensidade) (Fig. 2d). A reducdo do h° até os sete DAH revelou a transicdo da cor
esverdeada (aos 75 DAA) para amarelada (aos 87 DAA) e, posteriormente, para alaranjada (a partir da
abscisédo até sete DAH) (Fig. 2e).

Evidenciou-se a maior firmeza dos frutos aos 75 DAA, ocorrendo decréscimo abrupto aos 87 DAA
e na abscisao (Fig. 3). A partir dai, ocorreu pequena reducédo na firmeza aos quatro e sete DAH (Fig. 3). A
polpa apresentou elevados teores de agua (na base fresca) até os quatro DAH; ocorreu estabilizacédo aos
75 e 87 DAA, seguida de leve reducdo na abscisédo e aos quatro DAH e reducgdo pronunciada aos sete
DAH (Fig. 4a). A massa seca da polpa por fruto elevou-se até a absciséo, decrescendo até os sete DAH
(Fig. 4b). A polpa dos frutos em abscisdo constituiu-se de 18,87 % + 0,45 de massa seca (teor na base
fresca), 76,70 % + 0,46 de carboidratos, 15,51 % + 0,22 de lipidios, 2,99 % + 0,17 de proteinas, 4,87 % +
0,24 de cinzas (minerais) (teores de compostos na base seca) e 3727,61 ug/100 g FB £ 14,64 de
carotenoides totais (dados ndo apresentados).

O conteudo de carboidratos totais por fruto aumentou acentuadamente até a abscisdo, decrescendo
até os sete DAH (Fig. 4c). A concentracdo de lipidios por fruto aumentou até a absciséo, estabilizou aos
quatro DAH e reduziu aos sete DAH (Fig. 4d). O contetdo de proteinas por fruto elevou-se até a abscisao,
com estabilizagdo aos quatro DAH e decréscimo aos sete DAH (Fig. 4e). A concentracdo de cinzas por
fruto elevou-se até os 87 DAA, decrescendo levemente na abscisdo e de forma pronunciada aos quatro e
sete DAH (Fig. 4f). A concentracdo de carotenoides totais por fruto se elevou até a absciséo, reduzindo
aos quatro e sete DAH (Fig. 5). As fragbes de carotenoides (a-caroteno, [3-caroteno, d-caroteno, y-
caroteno, licopeno) (dados néo apresentados) apresentaram o mesmo comportamento relatado para os
carotenoides totais.

Os valores de pH elevaram-se até os sete DAH (Fig. 6a). A TA apresentou tendéncia ao decréscimo
até os quatro DAH, seguida de aumento aos sete DAH (Fig. 6b). O teor de SS manteve-se em progressiva
elevacdo a partir dos 75 DAA, com aumento mais pronunciado aos sete DAH (Fig. 6¢). A razdo SS/TA

aumentou até os quatro DAH, seguido de decréscimo aos sete DAH (Fig. 6d).

5.3 Histoquimica

Em todos os tempos amostrados, 0 mesocarpo de B. capitata apresentou tecido parenquimético,
com células de dimensdes variadas, intercalado por feixes vasculares com bainha de fibras
esclerenquiméticas e feixes de fibras (Fig. 7a-f). Entre os 42 DAA até & abscisdo, evidenciou-se aumento
no acumulo de mucilagem (Fig. 7a-c). Ocorreu reducdo do acumulo de mucilagem nas células
parenquimaticas aos quatro e sete DAH, nos quais se avolumam os espagos intercelulares (Fig. 7e, f).

Aos 42 DAA, as células mesocéarpicas acumularam compostos fendlicos em vactolos no
parénquima (Fig. 8a) e mucilagem associada as rafides em vacuolos nos idioblastos rafidicos (Fig. 8b);
nao foram observadas reservas de amido (Fig. 8c) e de lipidios (Fig. 8d), o que semelhantemente ocorreu
aos 56 DAA (Fig. 8e-h). Nesta fase, observou-se acumulo de mucilagem nos vacuUolos de células
parenquimaticas (Fig. 8e-f) e das cavidades secretoras (Fig. 8f), e de proteinas associadas as rafides nos

idioblastos rafidicos e na periferia de células parenquimaticas (dados ndo apresentados). Aos 70 DAA,
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além de mucilagem e fendlicos em vacuolos (Fig. 8i-j), as células parenquimaticas continham graos de
amido (Fig. 8k) e gotas lipidicas (Fig. 8l).

Na absciséo, ocorreu reducéo de fendlicos, elevado acimulo de mucilagem em vacuolos nas células
do parénquima (Fig. 8m-n) e nos idioblastos rafidicos (Fig. 8n), havendo também amido (Fig. 80), lipidios
(Fig. 8p) e pequena quantidade de proteinas (dados ndo apresentados) nas células parenquimaticas. Aos
quatro DAH, evidenciou-se maior niumero de idioblastos contendo fendlicos, além de mucilagem nos
vacuolos de células parenquimaticas (Fig. 8q) e das cavidades (Fig. 8r), grdos de amido (Fig. 8s) e gotas
lipidicas no parénquima (Fig. 8t). Aos sete DAH, as células parenquimaticas apresentaram paredes
sinuosas e em lise, liberando a secre¢édo mucilaginosa para 0s espacos intercelulares (Fig. 8u); evidenciou-
se mucilagem nas cavidades secretoras (Fig. 8v), acumulo de amido (Fig. 8w) e de lipidios no parénquima
(Fig. 8x).

5.4 Ultraestrutura

Aos 42 DAA, as células parenquiméticas do mesocarpo apresentaram paredes primarias delgadas
(Fig. 9a). O citoplasma denso e periférico continha vesiculas oriundas de dictiossomos com secregéo
péctica, que se fundiam & membrana plasmética, varias organelas, como mitocdndrias com cristas
desenvolvidas (Fig. 9a) e cloroplastos com tilacoides bem desenvolvidos (Fig. 9a-b), e reduzida quantidade
de proteinas dispersas na periferia do citossol (Fig. 9¢). Evidenciou-se vaciolo volumoso e central,
contendo substancias de aspecto floculado (mucilagem) e compostos fendlicos (Fig. 9a, c). Aos 56 DAA,
as células mesocarpicas exibiam citoplasma com dictiossomos (Fig. 9d), plastidios em transicdo para
cromoplastos (Fig. 9d-e) associados a mitocéndrias e ribossomos (Fig. 9e), vacuolos ricos em fendlicos
na periferia celular e espacos intercelulares proeminentes (Fig. 9f).

Aos 70 DAA, evidenciaram-se paredes celulares mais eletrondensas (Fig. 9g-i). Os dictiossomos
eram pouco numerosos e estavam distribuidos aleatoriamente na periferia das células, apresentando
cisternas compactas emitindo vesiculas em direcdo a membrana plasmética (Fig. 9g). Havia cromoplastos
(Fig. 9h), gotas lipidicas (Fig. 9h-i) e espacos intercelulares conspicuos (Fig. 9i). No evento da absciséo,
0 parénquima mesocarpico apresentou lamela mediana enfraquecida e conspicua reducdo da
eletrondensidade das paredes celulares, que se mostraram de aspecto desorganizado (frouxo), fibrilar e
sinuoso (Fig. 9j-1). O protoplasto apresentou retracdo incipiente (Fig. 9j-1), cromoplastos, gotas lipidicas
(Fig. 9j) e amiloplastos (Fig. 9I).

Ap6és a colheita, 0 estresse gerado pela senescéncia dos frutos foi revelado pelos danos severos as
células do mesocarpo. Aos quatro DAH, ocorreu ampliagéo dos espacos intercelulares por degradacgéo da
lamela mediana e perda da integridade da parede celular, com numerosas lises (Fig. 9m-n); houve forte
retracdo do protoplasto, frequente desintegracdo da membrana plasmatica (Fig. 9n), de amiloplastos (Fig.
9n-0) e de mitocondrias (cristas degradadas) (Fig. 90). Aos sete DAH, foram observadas paredes celulares
muito sinuosas, em progressivo afrouxamento e desintegracao, dissolucdo da lamela mediana (Fig. 9p-r),
havendo acumulo de compostos pécticos e fendlicos nos espagos intercelulares (Fig. 9q). Ocorreu
progressédo na retragdo e colapso do protoplasto (Fig. 9p-q), que se apresentou pouco denso, tendo se

degradado a maior parte das organelas, restando poucas mitocondrias em notavel desintegracao (Fig. 99).
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Foram visualizados residuos de fendlicos (extravasados dos vacuUolos) no protoplasto, além de

membranas (plasmatica e tonoplasto) colapsadas (Fig. 9g-r).

6 Discussao

O fruto de B. capitata é peculiar, pois a polpa apresenta suco de sabor acido-doce e textura fibrosa
e mucilaginosa. O sabor do suco é decorrente do acimulo de &cidos organicos e de agUcares nos vactolos
das células parenquimaticas. A textura da polpa se deve a abundancia de feixes de fibras, bainha de fibras
nos feixes vasculares e de mucilagem nos vacuolos, em células parenquimaticas, e também em cavidades
e espacos intercelulares no mesocarpo. O modelo citolégico com os principais eventos dos processos de
maturacdo e senescéncia das células parenquimaticas do mesocarpo de B. capitata estdo apresentados
na Fig. 10.

6.1 Relacdo entre aspectos fisico-quimicos e citoldgicos da maturacdo e senescéncia do mesocarpo

Atributos fisicos, como cor e firmeza, fornecem indicativos dos estadios de maturacao dos frutos de
B. capitata e estéo relacionados a aspectos citoldgicos. A definicdo de fases de maturacédo a partir da
coloracgéo dos frutos tem se mostrado Util para B. capitata (Aguiar et al., 2014), outras palmeiras (Santelli
et al., 2006; Schex et al., 2018) e espécies de diversas familias (Saladié et al., 2007; Rimkeeree e
Charoenrein, 2014; Lima et al., 2015). Nossos resultados revelam que as alteracdes na cor do exocarpo e
do mesocarpo de B. capitata de verde-claro, aos 75 DAA, a amarelo alaranjado, no momento da absciséo,
estdo relacionadas a dindmica dos plastidios, com conversdo de cloroplastos em cromoplastos,
degradacédo da clorofila e acumulo de carotenoides (Fig. 10), um padrao conhecido para frutos carnosos
(Bianchetti et al., 2018; Jia et al., 2020). A polpa dos frutos maduros de B. capitata é considerada fonte
nutricional de carotenoides, principalmente, 3-caroteno (Genovese et al., 2008; Faria et al., 2011; Pereira
et al., 2013). As alteracbes na coloracao da polpa durante a pos-colheita, por sua vez, estdo associadas
ao progressivo colapso no citoplasma, com redugéo no contetdo de carotenoides.

O padréo de reducéo da firmeza durante a maturacdo e senescéncia da polpa de B. capitata (Fig.
3), foi reportado para frutos carnosos, como da palmeira Syagrus oleracea (Mart.) Becc. (Santelli et al.,
2006), e € devido a desestruturacéo das paredes celulares e da lamela mediana (Ortiz et al., 2010; Santos
etal., 2019; Posé et al., 2019; Rongkaumpan et al., 2019; Zhang et al., 2020). Este processo também pode
decorrer da reducéo da presséo de turgor nos tecidos devido ao decréscimo do teor de agua na polpa, o
gue evidenciamos (em maior proporcao, aos sete DAH) e também foi descrito para frutos de S. oleracea
(Santelli et al., 2006). Por outro lado, o mesocarpo de B. capitata € notadamente rico em fibras (Fig. 7a-f),
o que influencia seu padrédo de maturacdo e senescéncia. A textura fibrosa contribui para evitar o seu
amolecimento extremo (“derretimento”) no periodo pds-colheita, ocorrido em frutos de Prunus persica var.
nucipersica (Suckow) C.K.Schneid. (Rosaceae) (Ortiz et al., 2010).

A coincidéncia da maturacgéo fisioloégica da polpa de B. capitata (maximo de massa seca) com a
abscisdo esta relacionada ao pico de acumulo de reservas (Fig. 10), como também descrito para a
palmeira Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. (Mazzotini-dos-Santos et al., 2015). Esta condi¢do

define a abscisdo (em média aos 87 DAA) como o ponto de colheita dos frutos, considerando sua maior
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riqueza nutricional. Durante o periodo p6s-colheita, o decréscimo da massa seca da polpa por fruto de B.
capitata, exposto no presente estudo, esta relacionado ao consumo dos compostos energéticos
(especialmente carboidratos) na respiracdo e a degradacdo da estrutura celular decorrentes da
senescéncia (Yang et al., 2014; Cosme Silva et al., 2017; Zhang et al., 2020).

Altos teores de carboidratos e alta acidez caracterizam o suco da polpa de B. capitata e a relacdo
SS/TA é indicador da maturacdo e senescéncia do mesocarpo. A acidez do suco da espécie esta
relacionada a concentracdo de acidos organicos, especialmente acido ascérbico (Faria et al., 2008;
Genovese et al.,, 2008; Pereira et al., 2013), compostos armazenados principalmente nos vacuolos.
Durante a maturacao, ocorre reducao parcial da acidez, o que esta relacionado a reducao do volume dos
vacuolos, concomitante a deposicao de reservas (Fig. 10), ou ainda, pode ser decorrente da utilizacdo de
acidos organicos como substrato respiratério (Batista-Silva et al., 2018). Este processo € comum para
frutos carnosos (Brummell, 2006; Goulao e Oliveira, 2008; Amira et al., 2011) e foi relatado para B. capitata
por Aguiar et al. (2014). No entanto, a acidez remanescente no momento da abscisdo ainda é bastante
elevada, quando comparada aquela do fruto da palmeira Phoenix dactylifera L. (Amira et al., 2011).

Ao longo da maturacéo, o aumento no teor de SS na polpa dos frutos de B. capitata, (Fig 5c e Aguiar
et al., 2014), est4 relacionado a degradacdo do amido em sacarose (Simao et al., 2008). Além disso, a
degradacédo das paredes celulares, durante a maturacéo, também contribui para o aumento nos niveis de
aclcares e de outros compostos primarios no mesocarpo de drupas (Canton et al., 2020). Este processo
reflete na elevacéo da razdo SS/TA, ao longo da maturacéo, a qual, no entanto, ainda permanece baixa
na ocasido da abscisdo (conforme também mostrado por Pereira et al., 2013) e se traduz no sabor acido-
doce, tipico de frutos maduros de B. capitata. A baixa razdo SS/TA limita 0 consumo in natura do fruto da
espécie e favorece sua utilizacdo agroindustrial (Moura et al., 2010; Pereira et al., 2013).

A elevacdo da TA, aos sete DAH (Fig. 10), pode estar relacionada a producao de &cidos organicos
na fermentacéo espontanea observada em frutos senescentes da palmeira Euterpe oleracea Mart. (Aguiar
etal., 2013). Além disso, esse aumento da TA pode decorrer da liberagdo de 4cidos galacturdnicos a partir
da hidrélise de constituintes das paredes celulares (principalmente pectinas), evidenciado para espécies
de outras familias, como Caryocar brasiliense Cambess. (Caryocaraceae) (Oliveira et al., 2017). Em outra
via, a ampliacdo do catabolismo do amido (Fig. 10) contribui para a elevacdo de SS e da relagdo SS/TA
durante a senescéncia. E importante destacar que, ao contrario do padréo geral para frutos carnosos, no
caso da polpa acido-doce de B. capitata, os valores maximos da razdo SS/TA ndo correspondem aos

pontos de maior valor nutricional, mas estéo associados a senescéncia.

6.2 Aspectos ultraestruturais da maturacédo e senescéncia do mesocarpo

O mesocarpo de B. capitata acumula nas células parenquiméticas principalmente carboidratos
(mucilagem e amido), lipidios e fendlicos, cuja deposi¢éo varia ao longo do desenvolvimento do fruto (Fig.
10). Até os 56 DAA, ocorre principalmente acimulo de compostos fenélicos e mucilagem nos vacuolos e
de carotenoides (menos intensamente) nos plastidios, 0s quais se encontram em transicdo para
cromoplastos. Nestas organelas de células mesocarpicas da palmeira Bactris gasipaes Kunth, foi
registrado o acimulo de carotenoides depositados em glébulos lipidicos (Hempel et al., 2014). A deposi¢ao

de amido e lipidios caracteriza o inicio da maturagdo do mesocarpo, a partir dos 70 DAA (no final do
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desenvolvimento do fruto), conforme descrito para a palmeira A. aculeata (Mazzotini-dos-Santos et al.,
2015). O metabolismo relacionado a deposicéo de reservas esta associado a mudancas ultraestruturais
nas células parenquimaticas do mesocarpo, como aumento de dictiossomos, mitocdndrias, plastidios e de
compostos lipofilicos indicados no presente trabalho (até os 70 DAA) e em frutos de Annona squamosa L.
(Annonaceae) (Santos et al., 2019). Os dictiossomos (observados até aos 70 DAA) também podem estar
relacionados com o aspecto mais eletrondenso das paredes celulares até esse tempo, visto que a sintese
e o transporte de componentes da matriz, como pectato de calcio e glicoproteinas, dependem destas
organelas (Keegstra, 2010; Silveira et al., 2020; Souza et al., 2020). As mitocondrias estdo envolvidas nas
alterag6es metabdlicas durante a maturacao de frutos, suprindo a demanda de ATP para as reacgdes de
biossintese das macromoléculas de reserva (Perotti et al., 2014).

O ponto de abscisdo dos frutos de B. capitata esta relacionado ao enfraquecimento das paredes
celulares (aspecto fibrilar) e da lamela mediana (Fig. 10), o que ocorre, comumente, em frutos carnosos,
como de P. persica var. nucipersica (Goulao e Oliveira, 2008; Ortiz et al., 2010; Posé et al., 2019). A
desintegracdo da lamela mediana foi sugerida como precursora da separacéo celular no parénquima dos
frutos de Fragaria vesca L. (Rosaceae), promovendo a abscisdo destes no final do desenvolvimento
(Zhang et al., 2020). Assim como relatamos (no momento da abscisdo), as sinuosidades nas paredes
celulares e a abundéncia de amiloplastos e cromoplastos (Fig. 10) foram registradas em células
mesocarpicas de frutos completamente maduros das palmeiras Chamaedorea seifrizii Burret (Thadeo et
al., 2015) e B. gasipaes (Hempel et al., 2014), respectivamente. Além disso, nossos resultados mostram
a reducdo no acumulo de compostos fendlicos nos vacuolos, nesse tempo, 0 que também foi apontado
para frutos carnosos de outras familias, como Rubus chingii Hu (Rosaceae), tornando os frutos maduros
menos adstringentes e mais saborosos (Li et al., 2021).

A senescéncia do mesocarpo de B. capitata € caracterizada por profundas mudancas
ultraestruturais. As células parenquimaticas apresentam progressivo afrouxamento e desintegracdo das
paredes celulares, dissolu¢cdo da lamela mediana e ampliacdo dos espacos intercelulares (contendo
mucilagem e fendlicos). Ocorre retragdo e colapso do protoplasto com degradacdo das membranas
(plasmatica e tonoplasto) e das organelas (inclusive mitocondrias) (Fig. 10). A degradacdo da lamela
mediana e o afrouxamento das paredes celulares aumentam o0s espacgos intercelulares e,
consequentemente, reduzem a extensdo de ades&o intercelular, o que foi demonstrado também em frutos
em poés-colheita de espécies de diversas familias, como Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (Cactaceae) (Carrillo-
Lopez et al., 2002) e Mangifera indica L. (Anacardiaceae) (Rongkaumpan et al., 2019).

A retracdo do protoplasto e a desintegracdo de organelas j4 foram constatados em frutos
completamente maduros de F. vesca (antes do estoque pés-colheita) (Zhang et al., 2020). A degradacéo
das mitocéndrias (como apontamos) pode resultar do dano oxidativo as proteinas dessa organela,
desencadeando sua disfuncéo e acelerando a senescéncia do fruto (Tian et al., 2013). Conforme
mostramos, o acumulo de compostos fendlicos e colapso das membranas (no periodo de pés-colheita)
também sinalizam esse estresse oxidativo associado a senescéncia (Toivonen, 2004; Toivonen e Stan,
2004; Mohamed et al., 2017). A liberacdo de mucilagem nos espacos intercelulares (demonstrada aqui,
aos sete DAH) (Fig. 10) decorre do colapso das membranas e lises nas paredes. Além disso, parte da
mucilagem/compostos pécticos liberada nesses espacos pode ser oriunda da solubilizacdo das pectinas
(no processo de desestruturacao das paredes celulares) relatada para frutos carnosos, como de P. persica
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var. nucipersica (Ortiz et al., 2010) e M. indica (Rongkaumpan et al., 2019), pois as mucilagens contém
polissacarideos pécticos (Yapo, 2011), reforcando o papel das paredes celulares na dinamica de
compostos em frutos de B. capitata.

7 Conclusdes

A maturidade fisiolégica da polpa (maximo de massa seca) de B. capitata é alcancada no momento
da abscisdo (= ponto de colheita), em média aos 89 DAA, sendo revelada pelo pico de deposicdo de
reservas (mucilagem, aglcares e acidos organicos no vacuolo, amido e carotenoides em plastidios, lipidios
e proteinas no citossol). Os frutos maduros exibem aspecto amarelo alaranjado (maximo acimulo de
carotenoides), suculento (elevado teor de agua), fibroso e macio (enfraquecimento da lamela mediana e
das paredes celulares), reduzido acimulo de compostos fendlicos nos vaclolos e aumento dos SS
(degradacéo do amido em agucares). A senescéncia da polpa é sinalizada pela profunda redugédo da
firmeza (progressivo afrouxamento e desintegracdo das paredes celulares, dissolu¢do da lamela mediana
e ampliacdo dos espacos intercelulares), declinio da massa seca (reducdo dos componentes nutricionais,
especialmente carboidratos) e maior acimulo de compostos fendlicos. A polpa senescente apresenta
coloragéo alaranjada (progressivo colapso no protoplasto, com reducdo no conteldo de carotenoides),
declinio da TA, elevacéo dos SS e da razdo SS/TA. Os frutos de B. capitata sdo pereciveis em condi¢cdes

ambientais (a 25 °C), devendo ser consumidos ou processados préximo ao momento da absciséo.
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9 Figuras

Fig 1 Morfologia de frutos de Butia capitata durante a maturacdo e pés-colheita. (a, b) Seccdes

transversais. (a) Fruto imaturo com exocarpo de cor verde clara, mesocarpo verde-limao na periferia (seta
branca), esbranquicado na por¢do mediana (ponta de seta branca) e amarelo-claro no interior (ponta de
seta preta). (b) Fruto maduro com didmetro maximo, exocarpo e mesocarpo de aspecto amarelo alaranjado
e suculento. (c) Exocarpo de tonalidade amarelo alaranjada intensa, em desidratacdo na regido distal
(ponta de seta branca) e proximal do fruto (ponta de seta preta). (d) Exocarpo alaranjado claro e aspecto

murcho e corrugado (ponta de seta branca). en, endocarpo; ex, exocarpo; me, mesocarpo; se, semente
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Fig 2 Colorimetria do exocarpo de frutos de Butia capitata durante a maturacdo e poés-colheita. (a-c)
Coordenadas L* (luminosidade, variando do O para cor totalmente preta a 100 totalmente branca), a* (-80
para cor verde a +100 vermelho) e b* (-50 para cor totalmente azul a +70 totalmente amarelo). (d-e) indices
C* (Chroma, parametro quantitativo de intensidade de cor) e h°® (&ngulo Hue, pardmetro qualitativo de cor,
variando do 0° para cor vermelha, 90° amarela, 180° verde, 270° azul). Barras verticais representam erro
padrdo da média; médias com mesma letra ndo sao significativamente diferentes ao nivel de significancia
de 5 %.
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Fig 3 Firmeza de frutos de Butia capitata durante a maturacao e pés-colheita. Barras verticais representam

erro padrao da média; médias com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes ao nivel de

significancia de 5 %.
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Fig 4 Composi¢do bromatologica da polpa (exocarpo + mesocarpo) de frutos de Butia capitata durante a
maturacdo e poés-colheita. (a) Teor de agua (na base fresca). (b-f) Massa seca e concentragdo dos
compostos por fruto. Barras verticais representam erro padrao da média; médias com mesma letra ndo

sdo significativamente diferentes ao nivel de significancia de 5 %.
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Fig 5 Concentracao de carotenoides totais por fruto de Butia capitata durante a maturacao e poés-colheita.
Barras verticais representam erro padrao da média; médias com mesma letra ndo séo significativamente
diferentes ao nivel de significancia de 5 %.
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Fig 6 Mudancas no (a) pH, (b) TA (acidez titulavel), (c) teor de SS (solidos soltveis) e (d) razdo SS/TA na
polpa (exocarpo + mesocarpo) de frutos de Butia capitata durante a maturagédo e pos-colheita. Barras
verticais representam erro padrdo da média; médias com mesma letra ndo sdo significativamente

diferentes ao nivel de significancia de 5 %.
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Fig 7 Estrutura do mesocarpo de Butia capitata em diferentes fases de desenvolvimento, maturagdo e pds-
colheita dos frutos. (a, c-d, f) Seccdes transversais. (b, e) Sec¢des longitudinais. (a) Mesocarpo aos 42
DAA, (b) 56 DAA, (c) 70 DAA, (d) na abscisao dos frutos, (e) aos quatro DAH e (f) sete DAH. (a-f) Células
parenquimaticas de dimensdes variadas, feixes de fibras e feixes vasculares com bainha fibrosa. (a-c, e-
f) Acimulo de mucilagem (ponta de seta preta). (e-f) Espacos intercelulares volumosos (ponta de seta
branca) e paredes celulares em lise (seta branca). fi, fibras; pa, parénquima; ph, fendlicos; se, elemento

crivado; te, elemento traqueal; vb, feixe vascular
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Fig 8 Histoquimica no mesocarpo de Butia capitata em diferentes fases de desenvolvimento, maturagéo e
pos-colheita dos frutos (nimero de dias ap0s antese e dias pds-colheita indicado na coluna a esquerda;
composto e respectiva coloracéo indicados na linha do topo). (a-t, v-x) Seccdes transversais. (u) Seccao
longitudinal. (a, e, i, m, g, u) Coloragdo com azul de toluidina, (b, f, j, n, r, v) solugdo de acido periédico e
reagente de Schiff (PAS), (c, g, k, 0, s, w) reagente de Lugol e (d, h, I, p, t, X) sudan black B; (c-d, g-h)
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resultado negativo. (a-b) Compostos fendlicos e mucilagem (ponta de seta preta) em vacuolos. (e-f)
Mucilagem (ponta de seta preta) e fenolicos em vacuolos e na cavidade secretora. (i-j) Mucilagem (ponta
de seta preta) e fendlicos em vacuolos. (k-I) Grdos de amido e gotas lipidicas. (m-n) Mucilagem em
vacuolos (ponta de seta preta). (0-p) Graos de amido e gotas lipidicas. (g-r) Fendlicos e mucilagem (ponta
de seta preta) em vacuolos e em cavidade secretora. (s-t) Graos de amido e gotas lipidicas. (u) Mucilagem
em vacuolos (ponta de seta preta) e nos espacos intercelulares (ponta de seta branca); seta indica paredes
sinuosas e em lise. (v) Mucilagem (ponta de seta preta) em cavidade secretora. (w-x) Graos de amido e
gotas lipidicas. ca, cavidade secretora; Ip, lipidios; pa, parénquima; ph, fendlicos; ra, rafide; ri, idioblasto

rafidico; st, grdos de amido; vb, feixe vascular
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Fig 9 Ultraestrutura de células parenquimaticas do mesocarpo de Butia capitata em diferentes fases de
desenvolvimento, maturagdo e pés-colheita dos frutos (abscisdo, nimero de dias apds antese e pos-
colheita sao indicados na coluna a esquerda). (a-c) Paredes primarias delgadas, citoplasma periférico (no
detalhe) com vesiculas, mitocéndrias, cloroplastos e pequena quantidade de proteinas; vacuolos
volumosos ricos em mucilagem (ponta de seta preta) e compostos fendlicos. (d-e) Citoplasma com
dictiossomos, cromoplastos (ponta de seta branca indica carotenoides) associados a mitocéndrias e
ribossomos. (f) Fendlicos em vaclolos e espagos intercelulares proeminentes. (g) Paredes celulares
eletrondensas e dictiossomos. (h-i) Cromoplastos (ponta de seta branca indica carotenoides) e gotas
lipidicas no citossaol. (j-k) Lamela mediana enfraquecida e paredes celulares frouxas (seta branca). (j) Gotas
lipidicas, mucilagem (ponta de seta preta) e cromoplasto (no detalhe); ponta de seta branca indica
carotenoides. () Amiloplastos. (m-0) Retracdo e colapso do protoplasto (seta larga preta). (m) Paredes
celulares em lise (ponta de seta preta) e espagos intercelulares ampliados. (n-0) Membrana plasmética
desintegrada (seta estreita preta). (p-r) Proeminente afrouxamento e desintegracéo das paredes celulares,
dissolugéo da lamela mediana (seta branca), acentuada retragéo e colapso do protoplasto (seta preta). (q)
Mucilagem e fendlicos nos espacos intercelulares e organelas degradadas. (r) Colapso das membranas
plasmatica e tonoplasto (seta larga preta). cp, cloroplastos; cr, cromoplastos; cw, parede celular; di,
dictiossomos; is, espacos intercelulares; Ip, gotas lipidicas; mi, mitocéndrias; ml, lamela mediana; nu,
nacleo; ph, fendlicos; pm, membrana plasmatica; pt, proteinas; ri, ribossomos; st, graos de amido; va,

vacuolo; vs, vesiculas secretoras
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Fig 10 Esquema dos principais eventos envolvidos nos processos de maturacéo e senescéncia das células
parenquimaticas do mesocarpo de Butia capitata. (a-d) Reducgdo progressiva da firmeza; aumento do
contetdo de carotenoides por fruto e das coordenadas a*, b* e L* e decréscimo do h°; aumento no
contetildo de amido, lipidios e proteinas por fruto (pico na abscisdo); aumento do pH e SS; aumento na
concentracdo de mucilagem no vacuolo. (a) Citoplasma periférico com muitos cloroplastos e mitocdndrias.
(b) Proteinas e plastidios em transi¢cao para cromoplastos. (c) Cromoplastos, amiloplastos, gotas lipidicas
e proteinas. (d-f) Afrouxamento e sinuosidades nas paredes celulares. (d) Elevada concentracdo de
mucilagem, amido, lipidios, proteinas e carotenoides; acidez ainda elevada. (e-f) Retragéo do protoplasto

e decréscimo no conteddo de amido, lipidios, proteinas e carotenoides por fruto; aumento dos acUcares
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nos vacuolos. (e) Vacuolo rico em fendlicos e com reduzido conteldo de mucilagem e de &cidos;
mitocdndria com cristas degradadas. (f) Organelas em degradacédo e colapso das membranas plasmatica
e do vacuolo (tonoplasto). ap, amiloplastos; cp, cloroplastos; cr, cromoplastos; cw, parede celular; Ip, gotas
lipidicas; mi, mitocéndrias; nu, nacleo; ph, fendlicos; pl, plastidios em transicao; pm, membrana plasmatica;

va, vacuolo
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Butia capitata (coquinho-azedo) é uma palmeira endémica do Cerrado, produzindo frutos utilizados
para a fabricacdo de sucos e sorvetes, e que possui potencial de ampliacdo no uso industrial e de
incorporacdo ao sistema produtivo. No entanto, ainda sdo escassas as informacfes sobre o
desenvolvimento e senescéncia do fruto para ampliar a base de conhecimentos necessarios a elaboracéo
de programas de domesticacéo da espécie e de protocolos de colheita e pos-colheita dos seus frutos.

Os resultados obtidos nesse estudo sobre o desenvolvimento dos frutos de B. capitata se inserem
na base de conhecimentos fundamentais para sustentar programas de domesticacdo. Além disso, o
conhecimento sobre as fases de desenvolvimento dos frutos é fundamental para a caracterizacédo da
demanda nutricional das plantas durante a frutificacdo, o que é importante para 0 manejo dos pomares. A
ontogénese do pericarpo possibilitou o detalhamento da estrutura e da funcionalidade da placa do poro
germinativo (que atua no controle da germinacéo), que contribui para o desenvolvimento de tecnologias
de superagcdo da pronunciada dorméncia a partir do diasporo inteiro (semente envolvida pelo pirénio
pétreo).

A relacdo entre os aspectos fisico-quimicos e citolégicos da maturacdo de frutos de B. capitata
permitiu a definicdo do ponto de colheita, que contribuira para a utilizacdo de frutos mais nutritivos pelas
agroindustrias e possibilitara estudos para o isolamento (com maximo rendimento) de compostos de
interesse farmacéutico e medicinal ja identificados na polpa da espécie. O padrao de consumo de reservas
energéticas da polpa de frutos de B. capitata, durante o periodo pés-colheita (coleta na abscisdo natural),
poderd subsidiar pesquisas para investigacdo do comportamento climatérico, que serdo fundamentais para
o melhor aproveitamento dos frutos da espécie.

As caracteristicas citologicas e fisico-quimicas da polpa de frutos de B. capitata, no periodo de
senescéncia (a 25°C), séo relevantes para o desenvolvimento de protocolo pds-colheita, incluindo
metodologias de transporte refrigerado e rédpido processamento dos frutos, minimizando a sua
deterioragcdo. O detalhamento citolégico do mesocarpo de B. capitata principia os estudos ultraestruturais
sobre a maturacdo e senescéncia em frutos de Arecaceae, que poderdo fundamentar pesquisas sobre
melhoramento genético, para obtengdo de variedades de frutos de palmeiras com textura atrativa aos

consumidores durante o estoque pés-colheita.



	90cbbbf5b3fbd80adb4f8527761365083fcd0f329a9a7767643c458202ab1453.pdf
	Modelo do Ficha Catalográfica 45
	bb2cdd3e61c886e0e83389c6850621bf9e31eb3cd8cf846590916e020dfc2bcc.pdf
	90cbbbf5b3fbd80adb4f8527761365083fcd0f329a9a7767643c458202ab1453.pdf

