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Ontogénese, anatomia e ultra-estrutura dos nectarios extraflorais de
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae — Caesalpinioideae)’
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RESUMO - (Ontogénese, anatomia e ultra-estrutura dos nectérios extraflorais de Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae —
Caesalpinioideae)). O jatoba-do-cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne) apresenta nectarios extraflorais (NEFs), os quais sdao
descritos pela primeira vez no género. Neste trabalho foram estudadas a distribuicdo, ontogénese, estrutura e ultra-estrutura dos nectdrios
extraflorais (NEFs). Amostras de folhas em varias fases de desenvolvimento foram coletadas, fixadas e processadas para estudos em
microscopia de luz e eletronica de transmissdo e varredura, segundo técnicas convencionais. Testes histoquimicos foram empregados para
determinar a natureza quimica da secre¢do. Os NEFs estdo distribuidos por todo o limbo, sendo mais concentrados nos tercos basal e
médio de cada foliolo. Estes nectdrios sdo embutidos no mesofilo, apresentam tecido secretor envolvido por uma endoderme e sdo
vascularizados por xilema e floema. A atividade secretora dos NEFs ¢ limitada a fase juvenil da folha. Nas folhas mais velhas, os NEFs
tornam-se nao funcionais. O tecido secretor dos NEFs é formado a partir da protoderme, enquanto a endoderme tem origem no meristema
fundamental. No tecido secretor de nectdrios funcionais as células apresentam citoplasma denso, nicleo volumoso, mitocondrias,
plastidios com sistema de membranas pouco desenvolvido, gotas de éleo dispersas no citosol, dictiossomos e segmentos de reticulo
endoplasmadtico liso. A secrecio € liberada por meio de rupturas cuticulares e apresenta polissacarideos e lipidios.

Palavras-chave: cerrado, nectério, secrecdo, ultra-estrutura

ABSTRACT - (Ontogenesis, anatomy, and ultrastructure of Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae — Caesalpinioideae)
extrafloral nectaries). Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, known as “jatobd-do-cerrado” has extrafloral nectaries (EFNs), which are
reported for the first time in Hymenaea genus. In this research the origin, distribution, structure, and ultrastructure of the EFNs were
studied. Samples of leaflets at different developmental stages were collected, fixed and processed by standard methods for analyses at
light and electronic microscopes; histochemical tests were employed to determine the nature of secretion products. EFNs are distributed
all over leaf blade, more concentrated on the basal and medial thirds of each leaflet. These nectaries are embedded in the mesophyll, show
secretory tissue surrounded by an endodermis, and are vascularized by xylem and phloem. EFN secretory activity was exclusively
observed in young leaves. The protoderm origins the EFN secretory tissue, the ground meristem originates the endodermis and the
procambium originates the vascular tissues. Secretory cells of functional EFNs showed dense cytoplasm, large nucleus, mitochondria,
plastids with a poorly developed membrane system, oil drops scattered in the cytosol, dictyosome, and smooth endoplasmic reticulum
segments. Secretion was released by cuticle rupture and contains polysaccharides and lipids.

Key words: cerrado vegetation, nectary, secretion, ultrastructure

Introducao

Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, o
jatoba-do-cerrado, apresenta distribuicio homogénea
e ocorre, predominantemente, em areas de cerrado
(Lee & Langenheim 1975), sendo uma espécie lenhosa
tipica deste bioma. Sao escassos os estudos anatomicos
das espécies de Hymenaea, destacando-se aqueles
destinados a analise estrutural das cavidades secretoras
de resina (Lee & Langenheim 1975) e ao estudo

anatdmico dos 6rgdos vegetativos (Camargo 1960).
Os nectérios extraflorais (NEFs) podem ser
definidos como glandulas que produzem uma secre¢ao
na qual predominam agucares e sdo encontrados nos
orgaos vegetativos (Durkee 1982). A grande
variabilidade estrutural dos NEFs, bem como sua ampla
ocorréncia em varios tdxons tem sido destacada nas
revisdes de varios autores (Schnell e al. 1963; Elias
1983; Oliveira & Leitdo Filho 1987; Koptur 1992;
Bliithgen & Reifenrath 2003). O nimero de familias
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de Angiospermas portadoras de NEFs € superior a 90
(Bliithgen & Reifenrath 2003), sendo que a flora
tropical possui um grande nimero de tdxons com NEFs,
0s quais sdo mais abundantes nas comunidades
tropicais que nas temperadas (Oliveira et al. 1999).
Estudos recentes revelam a ampla distribuicdo dos
NEFs na vegetacdo lenhosa do cerrado (Oliveira &
Pie 1998).

Sado diversos os relatos de que os NEFs estdo
envolvidos na protecdo contra a herbivoria (Vesprini
et al. 2003; Oliveira & Freitas 2004). A prote¢@o contra
a acdo de diversos herbivoros depende, algumas vezes,
da associag@o benéfica entre plantas e formigas, sendo
estas atraidas pelos produtos dos NEFs (Koptur et al.
1998; Oliveira & Freitas 2004).

Na familia Fabaceae os NEFs estdo presentes na
maioria dos membros da subfamilia Mimosoideae,
sendo comuns nas Caesalpinioideae e, com menor
freqiiéncia, nas Faboideae (Elias 1983). Nas Fabaceae
do cerrado, os NEFs sdo mais freqiientes entre os
membros da subfamilia Mimosoideae, conforme
sugerem Oliveira & Leitdo Filho (1987) embora,
segundo Paiva er al. (2001), a presenca de plantas
portadoras de NEFs neste bioma seja subestimada.

Apesar de o cerrado ser rico em espécies
portadoras de NEFs (Oliveira et al. 1995), poucos sao
os estudos estruturais e histoquimicos destes nectarios.
Tais estudos sdo importantes para a compreensao da
biologia da secrecio e, sobretudo, das interagdes entre
estas estruturas e o ambiente. Neste artigo sdo
descritas a localizacao, ontogénese, anatomia e a ultra-
estrutura dos NEFs de Hymenaea stigonocarpa Matrt.
ex Hayne, com informacdes sobre a distribuicdo
temporal da atividade secretora.

Material e métodos

Amostras do limbo foliolar de Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne foram coletadas em
diferentes fases de desenvolvimento, em exemplares
adultos ocorrentes em cerrado no municipio de
Botucatu, SP. Ramos férteis foram depositados no
herbario do Departamento de Botéanica, Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista (BOTU) sob os nimeros 23189-23191, 23132
e 23133.

Para a determinacio da densidade de NEFs
(NEF/cm?) foram amostradas 50 folhas em cada
individuo estudado, das quais determinou-se a drea do
limbo e o nimero de nectarios. Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias

comparadas pelo teste de Tukey (5%).

Para microscopia de luz as amostras foram fixadas
em mistura de Karnovsky (Karnovsky 1965) por 24 h,
desidratadas em série etilica e incluidas em resina
hidroxi-etil-metacrilato (Leica). Cortes transversais e
paradérmicos (5 pm) foram obtidos em micrétomo e
corados em Azul de Toluidina 0,05%, pH 4.3 (O’Brien
et al. 1964). Os seguintes testes histoquimicos foram
empregados: solucdo aquosa de vermelho de ruténio
para deteccdo de polissacarideos 4cidos, cloreto férrico
para compostos fendlicos, floroglucinol dcido para
lignina (Johansen 1940); Sudan black B para lipidios
(Pearse 1980); azul de bromofenol para proteinas
(Mazia et al. 1953); reagente de Schiff (PAS) para
polissacarideos; reagente de Fehling para agucares
redutores (Sass 1951) e safranina aquosa (1%) para
detectar caminhos apoplésticos (Seago et al. 2000).

Para microscopia eletronica de transmissdo as
amostras foram fixadas em mistura de Karnovsky
(Karnovsky 1965) por 24 h, pés-fixadas em tetroxido
de 6smio (1%, tampao fosfato 0.1 M, pH 7.2) e
processadas segundo métodos usuais (Roland 1978).
As sec¢des ultra-finas foram contrastadas com acetato
de uranila e citrato de chumbo e examinadas em
microscopio de transmissdo Philips CM 100 a 60 KV.

Para observacdo ao microscopio eletrdonico de
varredura as amostras foram fixadas em glutaraldeido
a 2,5% (tampio fosfato 0.1 M, pH 7.2), desidratadas
em serie etilica, submetidas a secagem ao ponto critico
e metalizadas com ouro (Robards 1978). As amostras
foram examinadas ao microscopio eletronico de
varredura modelo Philips 515.

Resultados

Localizagdo e distribui¢do temporal da atividade
secretora — Os nectarios extraflorais (NEFs)
distribuem-se por todo o limbo dos foliolos, ndo havendo
simetria quanto a distribuic@o destes no par de foliolos
que compdem cada folha. Nas regides basal e mediana,
onde ocorrem em maior nimero, ndo hé diferenca
significativa quanto a densidade (NEF/cm?) (Fig. 1).
Na por¢do apical do limbo, contudo, a densidade de
NEFs € significativamente menor (Fig. 1).

Em Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne
as folhas ainda nao expandidas apresentam coloracio
avermelhada; a presenca de um halo de coloragdo
verde nas imedia¢des dos NEFs facilita a visualizagdo
destes (Fig. 1), sobretudo na face abaxial, onde ocorre
a liberag@o do néctar. Este halo clorofilado contrasta
com as demais regides do mesofilo, as quais sao
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aclorofiladas nesta fase de desenvolvimento das folhas.

Nas folhas adultas, o halo formado pelo
parénquima clorofiliano desaparece, uma vez que as
demais regides do mesofilo tornam-se fotossintetizantes
e os NEFs tornam-se pouco perceptiveis, além de
estarem inativos.

Anatomia e histoquimica — Os NEFs de Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne sdo embutidos no
mesofilo foliolar, estando o tecido secretor localizado
na face abaxial, entre os tecidos vasculares e a
epiderme (Fig. 3).

As células do tecido secretor sdo globosas,
pequenas, com paredes celulares delgadas e citoplasma
denso (Fig. 2-4). Os espagos intercelulares sdo mais
desenvolvidos na por¢do voltada para a epiderme, na
face abaxial (Fig. 4).

Uma camada de células interna ao tecido secretor
estabelece uma linha divisdria entre este e as demais
regides da folha. Esta camada, uma endoderme tipica,
apresenta células dispostas de modo compacto, paredes
celulésicas impregnadas por lignina e suberina e
citoplasma pouco denso, o que as torna distintas
daquelas do tecido secretor (Fig. 3). A endoderme
confere isolamento apoplastico ao tecido secretor do
NEF, conforme demonstrado mediante o emprego de
safranina, utilizada para determinar a permeabilidade
apoplastica.

Na superficie abaxial, p6lo secretor do NEF, a
epiderme apresenta células globosas, com paredes
delgadas e vacuoma desenvolvido. Entre estas células
ha espacos amplos (Fig. 4, 11), através dos quais ocorre
a passagem do néctar. Este se acumula sob a cuticula,
sendo que na fase secretora forma-se um amplo
espaco subcuticular. A cuticula, nesta regido, é mais
delgada que no restante da folha.

O nectario, na face abaxial, € delimitado por uma
elevacdo em forma de aréola. Na aréola, as células
epidérmicas apresentam paredes espessas e
lignificadas. Em alguns casos, a camada subepidérmica
torna-se esclerificada, refor¢cando a aréola (Fig. 3, 11).

Os NEFs sao vascularizados por xilema e floema.
Cortes paradérmicos mostraram que os tecidos
vasculares dispdem-se radialmente ao tecido secretor,
nao atingindo as células secretoras (Fig. 2, 3, 11).

As células parenquimaticas do floema, adjacentes
aos NEFs, apresentam numerosos cristais prismaticos
de oxalato de calcio (Fig. 5). Estes cristais assemelham-
se a outros encontrados nas imediacdes dos tecidos
vasculares da folha.

No pélo secretor, que se apresenta como uma
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depressao, observou-se acimulo de 6leo nos espagos
intercelulares e no espago subcuticular. A presenca de
polissacarideos soliveis no protoplasto das células
secretoras € pouco expressiva na fase pré-secretora,
sendo intensa na fase secretora. Graos de amido sdo
pouco freqiientes nas células secretoras dos NEFs,
entretanto, sao abundantes nos cloroplastos das células
em palicada do mesofilo. Amostras do néctar,
submetidas a hidrolise acida, foram tratadas com
reagente de Fehling, detectando-se a presenca de
acucares nao redutores. Compostos fendlicos estao
presentes na endoderme e no tecido secretor,
sobretudo na fase pds-secretora. Estes compostos sao
abundantes, também, na epiderme e no mesofilo.

Origem e desenvolvimento — Primérdios foliares, em
cortes transversais da gema apical, apresentam
protoderme, uma camada de meristema fundamental
em cada uma das faces do limbo e o procambio
disposto na regido central (Fig. 6).

Na protoderme, as células iniciais do tecido
secretor do NEF apresentam alta densidade
citoplasmatica e auséncia de compostos fendlicos, o
que as torna distintas das demais. Estas células
dividem-se no plano periclinal, produzindo um segundo
estrato, o qual se divide repetidas vezes, em planos
diversos (Fig. 7-10), dando origem ao tecido secretor.
A partir do procimbio, forma-se o sistema vascular
que abastece o NEF. Na face abaxial, as células do
meristema fundamental, dispostas entre a protoderme
e o procambio, sofrem divisdes anticlinais e obliquas,
originando a camada limitrofe do tecido secretor.

A formacao do NEF € rapida e acompanhada de
expressiva expansdo celular. Os NEFs diferenciam-
se em folhas muito jovens e iniciam a atividade
secretora tdo logo as folhas encontrem-se liberadas
da cdpsula formada pelo par de estipulas.

Nas folhas nao expandidas os NEFs sdo
fortemente projetados para a face abaxial (Fig. 10).
Com o processo de expansdo e conseqiiente aumento
da espessura do mesofilo, esta diferenca se reduz e a
regido do NEF passa a apresentar praticamente a
mesma espessura do restante do limbo (Fig. 11).

Caracterizacdo ultra-estrutural — Na face adaxial do
limbo de folhas adultas, os NEFs sao visiveis como
pequenas elevacdes nas quais a densidade de tricomas
€ maior (Fig. 12). Na face abaxial, os NEFs
apresentam-se como estruturas circulares, de bordo
elevado e leve depressdo central; a aréola que
delimita o p6lo secretor apresenta, aproximadamente,
400 pum de diametro (Fig. 13-14). No pdlo secretor
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Figuras 1-5. Nectérios extraflorais em H. stigonocarpa Mart. ex Hayne. 1. Face adaxial de folha jovem, mostrando nectérios extraflorais.
Notar o halo formado pelo parénquima clorofiliano e, no detalhe, face abaxial mostrando liberacido do néctar. As médias representam a
densidade de nectdrios extraflorais, médias seguidas de mesma letra s@o estatisticamente iguais (Tukey, 0,05). 2. Corte paradérmico
mediano na regido do nectdrio extrafloral ja diferenciado; setas indicam a posi¢do da endoderme. Notar a intensa vascularizagio e o tecido
secretor (ts). 3. Vista geral de nectario extrafloral em corte transversal do foliolo, mostrando tecidos vasculares (tv), endoderme (en),
tecido secretor (ts) e epiderme (ep). 4. Detalhe do pélo secretor (ps) do nectario extrafloral ao término da fase secretora, notar a presenca
de hifas (setas). 5. Detalhe do nectdrio extrafloral em corte transversal, sob luz polarizada. Notar a quantidade de cristais de oxalato de
célcio naregido dos tecidos vasculares, as setas indicam a posi¢do da endoderme. Barras: 1 =1 ¢cm; 2-3 = 100 um; 4 = 25 um; 5 = 50 pm.
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Figuras 6-11. Cortes transversais de folhas de H. stigonocarpa Mart. ex Hayne em diferentes etapas do desenvolvimento, na regiao do
nectdrio extrafloral. 6. Primdrdio foliar. Notar as células resultantes da primeira divisdo periclinal das iniciais protodérmicas (seta); o
cordao procambial (cp) no centro e as duas camadas do meristema fundamental (mf). 7. Fase posterior, mostrando o inicio da formagao
do tecido secretor e a protuberancia (seta) correspondente ao futuro nectério extrafloral. 8. Detalhe mostrando o cordao procambial (cp),
células resultantes das primeiras divisdes da protoderme (*) e a protoderme (pr) na face abaxial. 9. Notar tecidos vasculares (tv) ja
diferenciados, tecido secretor evidente (ts) e a continuidade das divisdes periclinais na protoderme (setas). 10. Nectario extrafloral ja
formado, em folha recém liberada do par de estipulas. Notar largura maior na regido do nectério extrafloral em relagéo ao restante do limbo.
Notar o grande volume do tecido secretor. 11. Nectario extrafloral em folha expandida. Notar a epiderme adaxial (ad), tecido vascular (tv),
endoderme (en), tecido secretor (ts) e, na face abaxial a epiderme com esclereides (setas) nos bordos do pdlo secretor (ps). Barra: 6-7 ¢
9 =25 pm; 8 =10 um; 10-11 = 50 pm.



476 Paiva & Machado: Ontogénese, anatomia e ultra-estrutura dos nectérios extraflorais de Hymenaea stigonocarpa...

os estomatos estdo ausentes, entretanto, rupturas na
cuticula sdo freqiientes (Fig. 14).

Ao microscépio eletronico de transmissao, foram
estudadas trés fases de desenvolvimento dos NEFs:
pré-secretora, secretora e pds-secretora.

Na fase pré-secretora, as células do tecido
secretor apresentam citoplasma denso. O ntcleo é
conspicuo, volumoso, com nucléolo evidente (Fig. 15).
O reticulo endoplasmatico liso (REL) forma pilhas
dispersas pelo citosol (Fig. 17-18). H4, em algumas
regides do reticulo endoplasmaético, associacdo com
ribossomos, entretanto, em todas as fases de
desenvolvimento dos NEFs, ha predominio do REL.

Gotas de material lipidico ocorrem dispersas no
citosol e nas imedia¢gdes do envelope plastidial
(Fig. 18). Os dictiossomos sdo pouco freqiientes e
apresentam nimero variavel de cisternas (Fig. 18-19).
Os plastidios sdo globosos, com membranas pouco
desenvolvidas e estroma pouco denso (Fig. 18). As
mitocdndrias sdo abundantes e apresentam cristas
pouco desenvolvidas (Fig. 18-19). O vacuoma é
formado por varios vacuolos pequenos (Fig. 15).
Nota-se, no espago entre a membrana plasmaética e a
parede celular, a presenca de corpos paramurais
(Fig. 16).

Na fase secretora, as células do tecido secretor
apresentam citoplasma denso e nicleo volumoso
(Fig. 20) e caracteristicas ultra-estruturais semelhantes
as descritas na fase anterior. Notou-se, entretanto,
maior nimero de dictiossomos (Fig. 21), maior
densidade do REL, que forma pilhas dispostas ao redor
do nucleo (Fig. 22), além de segmentos dispersos no
citosol. Observou-se, ainda, a presenca de gotas de
6leo no citosol (Fig. 21) e na secre¢do acumulada nos
espacos intercelulares (Fig. 24). Sdo poucos os campos
de pontoagdo primdrios nos quais plasmodesmos
estabelecem contato entre as células secretoras;
entretanto, estes sdo freqiientes entre as células
endodérmicas e secretoras (Fig. 23). Esta caracteris-
tica € comum a todas as fases do desenvolvimento
dos NEFs. As células epidérmicas apresentam
citoplasma reduzido e vacuolo central volumoso,
ocupado por compostos fendlicos. Entre estas células,
ocorrem espacos amplos nos quais observou-se a
presenca de secrecao (Fig. 24).

Em folhas ja diferenciadas, quando os NEFs
atingem a fase pds-secretora, as células do tecido
secretor apresentam consideravel aumento do vacuoma
(Fig. 25) e ocorre necrose do tecido secretor e
conseqiiente inativacdo do NEF. Nessa regido €
freqiiente a presenca de fungos, provavelmente

Figuras 12-14. Micromorfologia da superficie foliar de
H. stigonocarpa Mart. ex Hayne na regido do nectdrio extrafloral.
12. Detalhe da face adaxial em direcdio ao nectério extrafloral.
Observar que as Unicas alteracdes em relacéio a regido vizinha sdao
uma discreta elevag@o e maior densidade de tricomas. 13. Vista da
face abaxial, setas delimitam o nectério extrafloral. Notar elevacao
da aréola que o delimita e o pélo secretor em depressdo (ps).
14. Detalhe da face abaxial, regido do nectario extrafloral. Observar
auséncia de ceras epicuticulares, tricomas e estdmatos na face
secretora. Em destaque residuos de secrecio e ruptura na cuticula
(seta). Barra: 12-13 = 100 um; 14 = 50 pum.
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Figuras 15-19. Células secretoras do nectario extrafloral de H. stigonocarpa Mart. ex Hayne, na fase pré-secretora. 15. Vista geral. Notar
adensidade citoplasmadtica, nicleo esférico e volumoso, vacuoma pouco desenvolvido e espagos intercelulares amplos (nas imedia¢des do
poélo secretor). 16. Detalhe de célula secretora mostrando a presenca de corpos paramurais (setas). 17. Detalhe mostrando plastidio (pl)
e a associacdo entre reticulo endoplasmatico e membrana plasmadtica (seta). 18. Detalhe de célula secretora mostrando plastidios com
sistemas de endomembranas pouco desenvolvido (pl); mitocondrias (mi); gotas de 6leo (ol), sendo uma delas associada ao envelope
plastidial; segmentos de reticulo endoplasmatico (re) e dictiossomo (di). 19. Detalhe de célula secretora mostrando niicleo (nu), dictiossomo
(di) e mitocondrias (mi). Barras: 15 =3 um; 16-18 = 0,5 um; 19 = 0,3 pm.
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Figuras 20-25. Células secretoras, endoderme e epiderme do nectario extrafloral de H. stigonocarpa Mart. ex Hayne, fase secretora e
pos-secretora. 20. Células do tecido secretor. Observa-se nicleo volumoso, citoplasma denso, presenca de corpos vesiculares no interior
dos vactolos (setas) e plasmodesmos conectando células adjacentes (ponta de seta). 21. Detalhe de célula secretora mostrando gotas de
6leo no citosol (ol), mitocondrias (mi) e dictiossomos (di). 22. Detalhe de célula secretora. Observar nicleo (nu) e continuidade entre
envelope nuclear e reticulo endoplasmatico (re). 23. Detalhe de célula endodérmica (abaixo), notar aspecto vesiculado do citoplasma,
mitocOndria e, na parede, a presenga de plasmodesmos (setas) estabelecendo contato entre esta e a célula secretora adjacente (acima).
24. Detalhe da epiderme no pdlo secretor. Observar vactiolo amplo, central e acimulo de compostos fendlicos; entre as células hd um
espago amplo, formando um canal que permite a liberagdo da secre¢do até o espago subcuticular (es). Notar a presenga de secrecio neste
espaco e espaco subcuticular. A cuticula (ct) mantém-se integra. 25. Células do tecido secretor em fase pds-secretora, notar aumento do
vacuoma e acimulo de compostos fendlicos no vactolo. Barra: 20, 24 € 25 =2 um; 21 = 1 um; 22-23 = 0,5 pm.
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saprofitas, os quais ficam restritos a regido do tecido
secretor, ndo ultrapassando a barreira imposta pela
endoderme; a colonizacdo se d4 através do pdlo
secretor (Fig. 4). Nesta fase, as células endodérmicas
apresentavam paredes mais espessas e, aparente-
mente, maior impregnagao por lignina.

Discussao

Localizagdo e distribuicdo temporal da atividade
secretora — A distribui¢do preferencial de NEFs na
porcdes basais do limbo foliar, como observado em
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, foi descrita
por Elias (1980), em Leonardoxa africana (Baill.)
Aubrév. (Fabaceae) e por S.R. Machado (dados nio
publicados) em Citharexylum mirianthum Cham.
(Verbenaceae).

A semelhancga do observado em Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, em Catalpa speciosa
Warder ex Engelm. (Bignoniaceae), Stephenson (1982)
relata que a producio de néctar nas folhas € distribuida
por vdrios nectarios. Ainda segundo este autor, em
conseqiiéncia desta distribui¢do de NEFs, as formigas
patrulham uma extensa por¢ao da folha enquanto
buscam por néctar, o que pode resultar em maiores
taxas de herbivoros descobertos pelas formigas,
aumentando as taxas de preda¢do. Padrdo semelhante
de distribuicdo de NEFs é também relatado por
Morellato & Oliveira (1994), em Guarea macrophylla
Vahl. (Meliaceae).

O desenvolvimento de nectérios na face abaxial
das folhas € interpretado, no presente estudo, como
uma maneira eficaz para reduzir a perda de néctar por
evaporacgdo, aumentando sua disponibilidade para os
agentes protetores.

Em Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne,
observou-se, nos estudos de campo, que a atividade
secretora tem inicio por ocasido da ruptura das
estipulas, quando a folha jovem é exposta e estende-se
apés a completa expansio da folha. Este padrdo de
funcionalidade € frequiente em NEFs e foi observado
também em outros géneros de Fabaceae (Elias 1972;
1980; Paiva et al. 2001) assim como em outras
familias (Elias er al. 1975; Durkee 1982; Morellato &
Oliveira 1994).

Em Pithecellobium macradenium Pittier
(Fabaceae), Elias (1972) observou que NEFs foliares
tornam-se inativos em folhas velhas, o que leva este
autor a supor que o encerramento da atividade
secretora dos NEFs esteja associado ao fim da vida
util da folha. Nossos resultados mostram que o
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encerramento da atividade secretora dos NEFs de
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne ocorre tdo
logo a folha esteja madura, sendo que estas folhas
permanecem na planta por um ano, ndo havendo,
portanto, relag@o entre a atividade dos NEFs e a vida
util da folha, nesta espécie.

A presencga de cloroplastos nas proximidades do
NEF € aqui interpretada como indicio da participacao
dessas organelas na elaboracdo dos precursores do
néctar, o que possibilita fornecer recompensa para
insetos benéficos no estiagio de maior suscetibilidade
das folhas. Deve-se ressaltar que nessa fase os
cloroplastos estdo indiferenciados nas demais regides
do mesofilo, os quais mostram-se aclorofilados. Para
Koptur (1992) a coloragdo apresentada por alguns
NEFs pode constituir um auxilio visual para a
localizagdo destas estruturas pelos animais, o que nao
pode ser descartado no caso dos NEFs de Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne.

Anatomia e histoquimica — Os NEFs das Angiospermas
foram classificados por Zimmermann (1932) conside-
rando a estrutura e localizacdo desses. Entretanto, os
NEFs presentes em Hymenaea stigonocarpa Mart.
ex Hayne ndo se enquadram em nenhum dos tipos
propostos nesse sistema. Elias (1980) propde uma
categoria adicional de NEF, denominada NEF embutido,
que se apresenta totalmente imerso nos tecidos do érgédo
no qual ocorre, sendo esse o padrao observado em
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne.

O fato dos tecidos vasculares entrarem em contato
com a endoderme, extinguindo-se nessa camada, €
interpretado como indicio da participacdo dessa na
transferéncia de materiais para o tecido secretor do
NEF. Em NEFs de Acacia spp., Boughton (1981)
descreve a presenca de uma camada de células
lignificadas que envolve o tecido secretor, na qual
terminam os elementos vasculares. Nesse mesmo
grupo, Zimmermann (1932) ja havia descrito camada
semelhante.

A endoderme apresenta células justapostas com
paredes celulares impregnadas por suberina e lignina,
impedindo o refluxo de néctar para o mesofilo e
direcionando sua liberacdo para o meio externo. A acao
da endoderme impedindo o movimento apoplastico e o
consequiente refluxo da secre¢iio é reportada para
diversas estruturas secretoras (Liittge 1971; Fahn 1988;
McDade & Turner 1997; Owen & Lennon 1999; Fahn
2000).

Nos NEFs ndo funcionais, a observacao de fungos
limitados ao tecido secretor, aliada a maior impregnagao
de lignina na endoderme nos permite inferir que essa



480 Paiva & Machado: Ontogénese, anatomia e ultra-estrutura dos nectérios extraflorais de Hymenaea stigonocarpa...

camada impede ou dificulta a dispersdo de
microorganismos para os tecidos vivos do mesofilo.
Segundo Van Fleet (1961), as células endodérmicas
apresentam substancias antibidticas no citoplasma,
vactolo e parede, atuando como barreira a entrada de
patégenos. A protecio contra a entrada e crescimento
de patégenos, pela endoderme, € relatada por Taiz &
Zeiger (1998) e Schreiber et al. (1999).

Segundo Schreiber et al. (1999), a estabilizagdo
mecanica é uma das funcdes da endoderme. Este fato
deve ser considerado no caso dos NEFs de
H. stigonocarpa pois, sobretudo apdés a degradacdo
do tecido secretor, a endoderme parece atuar impedindo
o colapso da regido do NEF.

A presenca de cristais de oxalato de calcio nas
imediacdes dos NEFs, como observada em Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, é reportada por
Metcalfe & Chalk (1979), como sendo freqiiente em
diversos grupos taxondmicos. Relatos semelhantes sdo
feitos por Schnell et al. (1963); Elias et al. (1975);
Baker et al. (1978); Boughton (1981); Durkee (1982);
Paiva et al. (2001). Segundo Paiva & Machado (2005),
a presenca destes cristais pode estar relacionada a
eliminagdo do excesso de célcio citossélico, comum no
floema e imediagdes de tecidos secretores.

O afastamento de células epidérmicas no pdlo
secretor, assim como o aspecto laxo do tecido secretor
subjacente, permite a formacdo de canais para a
passagem do néctar. A formagdo de espacos entre
células epidérmicas da face secretora de nectarios foi,
também, observada por Marginson et al. (1985).

A presenga de compostos lipidicos nos espacos
intercelulares nos permite inferir que trata-se de
componentes da secrecio, o que € reforcado pelo fato
de estarem nas imedia¢des do pdlo secretor € no
espacgo subcuticular. A observacido destes compostos
em maior quantidade no inicio da fase secretora, mostra
que a planta oferece recompensa em uma forma mais
energética no momento de maior suscetibilidade ao
ataque de herbivoros, ou seja, quando as folhas estdo
em processo de expansio e diferenciacdo. A presenca
de lipidios na composi¢do do néctar € comum e citada
para nectarios de diversas espécies (Baker et al. 1978;
Fahn 1979; 1988; 2000; Stpiczynska ef al. 2005).

Origem — Assim como observado em Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne, muitos nectdrios, ou
porcdes destes, tém origem na protoderme ou em
camadas subjacentes (Durkee 1982; McDade &
Turner 1997), sendo este um padrio relativamente
comum de desenvolvimento destas estruturas. A
participacdo da protoderme na formagao de estruturas

secretoras tem sido relatada também para estruturas
secretoras internas, tais como cavidades secretoras
(Solereder 1908; Turner 1986), tal fato foi registrado
também para as cavidades secretoras de resina que
ocorrem nas folhas de Hymenaea stigonocarpa Mart.
ex Hayne (Paiva & Machado 2006).

O fato da camada de células que limita o tecido
secretor ser originada a partir do meristema
fundamental e estabelecer limite entre este e o sistema
vascular, nos permite classificad-la como endoderme,
considerando-se o conceito de endoderme adotado por
Fahn (1990). Segundo Van Fleet (1961), sdo vérias as
formas de endoderme e a limitagdo do emprego deste
termo aos casos onde h4 estrias de Caspary e paredes
suberizadas € ilogicamente restritiva. A presenca de
camada semelhante a endoderme, atuando como
barreira ao transporte apoplastico, é comum em
glandulas de secre¢do externa (Liittge 1971; McDade
& Turner 1997). Entretanto, em muitos casos essa
camada tem origem na protoderme sendo, entdo,
descrita como camada intermedidria (McDade &
Turner 1997).

O envolvimento do procambio na formagao dos
NEFs, como em Hymenaea stigonocarpa Mart. ex
Hayne, confere a esta estrutura maior aporte de tecidos
vasculares, sendo este um fato comum em NEFs
vascularizados (Elias 1983).

Aspectos ultra-estruturais — A auséncia de estdmatos
no pdlo secretor, como observado nos NEFs de
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne, ¢é
caracteristica usual em NEFs (Metcalfe & Chalk 1979)
havendo relatos semelhantes em NEFs de outras
Fabaceae (Marginson et al. 1985; Paiva et al. 2001).

Observagdes ao MEV mostram rupturas na
cuticula, no pélo secretor. Outra evidéncia de que a
secrecdo € liberada por meio de rupturas na cuticula é
a presenca de espacos intercelulares na epiderme e a
formagao da camara subcuticular. A liberacao de néctar
por meio de rupturas cuticulares foi também observada
por Durkee (1982) e Paiva et al. (2001), em nectérios
extraflorais do tipo “embedded” (Elias 1983).

As caracteristicas das células secretoras
presentes nos NEFs de Hymenaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne, tais como niicleo volumoso, citoplasma
denso, abundancia de reticulo endoplasmatico,
dictiossomos ativos, mitocondrias, dentre outras, sao
relatadas para diversos nectdrios e indicativas de alta
atividade metabdlica (Fahn 1979; Durkee 1983; Fahn
1988; Stpiczynska et al. 2005). Para Liittge (1971), o
pequeno desenvolvimento do vacuoma esté relacionado
ao intenso metabolismo destas células.
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A presenca de corpos paramurais nas células onde
ocorre a dissolucdo da lamela mediana, e conseqiiente
formacdo de espagos para a circulagdo da secrecio,
nos permite inferir que estas estruturas atuem nesta
dissolucdo parcial de parede. Segundo Fahn (1979) os
corpos paramurais podem ser originarios das vesiculas
dos dictiossomos e estarem relacionados a dissolug¢ao
enzimdtica da lamela mediana. Para Marchant &
Robards (1968), os corpos paramurais podem estar
envolvidos na incorporagao de enzimas para sinteses
extracelulares.

O reticulo endoplasmadtico liso esta presente, em
grande quantidade, desde a fase inicial da atividade
secretora. A abundéncia de reticulo endoplasmaético
em células secretoras de néctar € citada por diferentes
autores (Fahn 1988) sendo, segundo Durkee (1983),
uma das mais marcantes caracteristicas das células
secretoras em atividade. A presenca de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) é mais restrita e o
predominio de reticulo liso parece estar associado ao
metabolismo de lipidios, bem como o transporte de
precursores do néctar, como ocorre em diversas
estruturas secretoras destes compostos (Fahn 1988;
2000; Stpiczynska et al. 2005).
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