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RESUMO GERAL

Polygalaceae Hoffmannsegg & Link compreende 20 géneros e cerca de 1.200 espécies.
Posicionada na ordem Fabales, tem como grupos-irméaos o clado formado por Quillajaceae,
Sucianaceae e Fabaceae. Neste grupo, as estruturas secretoras tém um relevante valor
taxondmico, em especial, as glandulas externas. Estas possuem também importancia evolutiva
e ecoldgica. Apesar disto, sdo pouco estudadas. Das estruturas secretoras que ocorrem em
Polygalaceae, destacam-se as glandulas nodais que ocorrem em um terco dos seus géneros.
No Brasil, estdo presentes em cinco dos onze géneros registrados, sdo eles Caamembeca
J.F.B. Pastore, Diclidanthera Mart., Monnina Ruiz & Pav., Moutabea Aubl., Securidaca L..
Tais glandulas ha muito tempo sdo alvo de especulacdes sobre serem ou ndo estipulas
modificadas, todavia, apenas recentemente foram feitas andlises anatdbmicas para tal
comprovagéo, porém em apenas um género. Este trabalho foi organizado em dois capitulos. O
Capitulo 1 confirmou todas as glandulas como nectarios, destacando as interacdes inseto-
planta entre os espécimes investigadas e, em especial, a entomofauna de formicideos
associada as glandulas. Por meio de analises anatdmicas seriadas, constatou-se que estas
estruturas estdo vinculadas de fato a folha, e ndo ao caule como relatado por diversos autores,
confirmando a origem estipular para todos os cinco géneros brasileiros de Polygalaceae com
glandulas nodais. Ainda nesse capitulo foram caracterizados anatomicamente 0s nectarios
desses cinco géneros, buscando formular padrdes evolutivos para o desenvolvimento dessas
estruturas na familia. O Capitulo 2 destinou-se investigar 0s nectarios estipulares de
Moutabea guianensis Aubl. Nele foram feitas analises morfoanatomicas em dois diferentes
estagios de desenvolvimento glandular. Neste capitulo foram realizados testes histoquimicos
para caracterizar o conteldo da secrecdo liberada, como também a ultraestrutura das glandulas
nodais que revelou a atuacdo das principais organelas envolvidas na producdo da secrecdo e

as principais rotas de transporte do néctar. Pode-se concluir que os resultados apresentados



sédo de grande relevancia para o conhecimento morfoanatomico e funcional das glandulas

nodais encontradas neste grupo de plantas.

Palavras-chave: Polygalaceae, glandulas nodais, nectarios, ultraestrutura.
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CONTEXTUALIZACAO

Polygalaceae Hoffmannsegg & Link compreende 20 géneros e cerca de 1.200 espécies
distribuidas nas regides tropicais e temperadas, especialmente no continente americano
(Paiva, 1998; Souza & Lorenzi, 2012). No Brasil € representada por onze géneros e cerca de
200 espécies (Pastore et al., 2012) que ocorrem em todas as formagdes vegetacionais (Aguiar-
Dias et al., 2012). Atualmente, a familia esta posicionada na ordem Fabales, tendo como
grupos-irméos o clado formado por Quillajaceae, Sucianaceae e Fabaceae (APG 11, 2003;
Judd et al., 2009; Friis et al., 2011; Belo et al., 2012).

Polygalaceae possui poucos estudos que ressaltem suas principais caracteristicas. A
grande maioria dos trabalhos realizados até 0 momento estdo relacionados a taxonomia do
grupo (Marques, 1979; Marques & Peixoto, 2007; Aguiar-Dias & Aranha Filho, 2008;
Pastore & Marques, 2009; Pastore, 2012). Sendo ainda, escassas as informac@es oriundas de
estudos estruturais, o que interfere em uma ampla visao evolutiva da familia.

Ao contrario dos estudos taxondmicos, investigagdes anatdmicas feitas com espécies
brasileiras ndo sdo muitas. Ressalta-se os trabalhos de Baumgratz & Marques (1984), Aguiar-
Dias et al. (2011), Aguiar-Dias & Cardoso-Gustavson (2011) e Aguiar-Dias et al. (2012),
além das obras tradicionais como Solereder (1908) e Metcalfe & Chalk (1950, 1979). Assim,
€ necessario que haja mais pesquisas relatando a estrutura de seus representantes.

Em todos estes trabalhos, as estruturas secretoras tiveram uma importante contribuicéo
genérica e especifica, porém estas sdo pouco conhecidas e, em sua grande maioria, s sdo
citadas quanto a sua presenca e auséncia dentre as espécies (Ludtke & Aguiar, 2008; Aguiar-
Dias & Aranha Filho, 2008; Coelho et al., 2008; Pastore & Marques, 2009). Dentre as
estruturas com um relevante valor taxonémico estdo as glandulas nodais. Estas possuem
importancia ecologica, taxonbmica e evolutiva. Apesar disto, muitas vezes sdo pouco

estudadas em trabalhos botéanicos (Blithgen & Reinfenrath, 2003).
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No Brasil, tais estruturas estdo presentes em cinco dos onze géneros ocorrentes
(Caamembeca J.F.B. Pastore, Diclidanthera Mart., Monnina Ruiz & Pav., Moutabea Aubl. e
Securidaca L.) (Pastore et al., 2012). Estas sdo mencionadas nas investigagdes que englobam
analises morfoldgicas e taxondmicas da familia desde os estudos de Chodat (1891).

Tais glandulas ha muito tempo, sdo alvo de especula¢des sobre serem ou ndo estipulas
modificadas (Chodat, 1891; Dickson, 1973; Eriksen, 1993). Porém, apenas recentemente
foram feitas analises anatbmicas que verificaram que as glandulas nodais de Caamembeca
laureola (A.St.-Hil. & Moq.) J.F.B.Pastore estdo unidas ao trago foliar. Estas estruturas entéo
foram classificadas pelos autores como glandulas estipulares (Aguiar-Dias, et al. 2011).

Apesar da importancia deste novo dado, ndo se tem informagGes sobre a estrutura
anatdmica dessas glandulas em outros géneros da familia, sobre essas serem ou ndo estipulas
modificadas.

O fato de ter sido observado a ocorréncia de estipulas em uma espécie da familia ndo
quer dizer que este € um carater que esteja presente em todos 0s géneros e que estes irdo
possuir sempre a mesma origem. Desta forma, o estudo das glandulas nodais nos géneros
brasileiros de Polygalaceae, em que essas ocorrem, ira contribuir para a ampliacdo do
conhecimento morfoldgico, estrutural, ecolégico e filogenético, pois proporcionard uma
melhor visdo da importancia destas estruturas na historia evolutiva dessa familia, dado que o
uso de caracteristicas anatémicas é de grande importancia ndo s6 para o conhecimento e
identificacdo das espécies, mas para a elaboracao de padroes filogenéticos (Judd et al., 2009).

Diante do exposto, o presente estudo foi dividido em dois capitulos. O Capitulo |
investigou a origem e estrutura das glandulas nodais em Caamembeca oleifolia (A.St.-Hil.
Mogq.) J.F.B.Pastore, Diclidanthera laurifolia Mart., Monnina exalata A.W.Benn., Moutabea
guianensis Aubl., Securidaca amazénica Chodat, representando cada um dos cinco géneros

brasileiros. Este capitulo foi intitulado “NECTARIOS ESTIPULARES EM
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POLYGALACEAE: UMA PERSPECTIVA ESTRUTURAL E EVOLUTIVA”. Ja o
Capitulo 11 selecionou uma das espécies estudadas, Moutabea guianensis, para uma
investigacdo ultraestrutural. Esse capitulo enfoca, além da estrutura e origem da glandula,
aspectos quanto a sua formacdo, contetdo da secre¢do, mecanismo de transporte do exsudato
e suas organelas mais evidentes. Sendo denominado “NECTARIOS ESTIPULARES EM

Moutabea guianensis Aubl.: ESTRUTURA E ASPECTOS FUNCIONAIS”.
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REVISAO DE LITERATURA

e Polygalaceae Hoffmanns. & Link

Estd posicionada na ordem Fabales como grupo-irmdo do clado formado por
Quillajaceae, Sucianaceae e Fabaceae (Judd et al., 2009; Friis et al., 2011; Bello et al., 2012 -
Figura 1). Esta familia compreende 20 géneros e cerca de 1.200 espécies incluidas em quatro
tribos, das quais trés foram estabelecidas por Chodat (1891), Polygaleae, Moutabeae e
Xanthophylleae, e uma, Carpolobeae, por Eriksen (1993), as quais se encontram distribuidas
nas regides tropicais e temperadas da Terra, exceto Nova Zelandia, zonas Articas e Antarticas
(Marques & Peixoto, 2007; Souza & Lorenzi, 2012; Pastore et al., 2012), sendo

especialmente abundantes no continente americano (Paiva, 1998).

Polygalaceae
—E Quillajaceae
Surianaceae

Fabaceae

Sa[eqe,]

Figura 1: Parte do cladograma que mostra as relacfes hipotéticas dentro de Fabales (Friis,
E.M; Pedersen, K.R; Crane, P.R, 2011).

No Brasil, a familia esta representada por aproximadamente 200 espécies, pertencentes
a onze géneros: Acanthocladus Klotzsch ex Hassk., Asemeia Raf. emend. Small, Barnhartia
Gleason, Bredemeyera Willd., Caamembeca J.F.B.Pastore, Diclidanthera Mart., Gymnospora
(Chodat) J.F.B.Pastore, Monnina Ruiz & Pav., Moutabea Aubl., Polygala L., Securidaca L.
(Marques & Peixoto, 2007; Pastore et al., 2012; Souza & Lorenzi, 2012).

Muitas vezes Polygalaceae é confundida com Leguminosae (Faboideae) devido a
semelhanca entre suas flores zigomorfas (Judd et al., 2009). Porém, é importante ressaltar
que, embora as flores destas familias sejam similares, as estruturas envolvidas ndo sdo
homdlogas (Ludtke et al., 2009), ou seja, ndo foram herdadas de um ancestral comum, logo,

as alas das leguminosas sdo pétalas com disposicdo lateral, enquanto que nas poligalaceas as
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alas representam sépalas laterais internas (Judd et al., 2009), esses autores destacaram ainda
que a carena nas leguminosas € formada pela fusdo ou adnacdo de duas pétalas abaxiais,
enquanto que a carena das poligalaceas, é constituida por uma Unica pétala abaxial, ambas
com funcdo de protecdo dos 6rgdos reprodutivos.

Os representantes da familia Polygalaceae estdo distribuidos em todos os biomas
brasileiros: Mata Atlantica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Pampas e Amazonia (Pastore et al.,
2012). Geralmente ocorrendo como ervas, subarbustos, arbustos ou lianas e frequentemente

produzindo saponinas triterpenoides e salicilato de metila (Judd et al., 2009).

e Nectarios

Nectarios sdo glandulas especializadas do tecido vegetal descritas em mais de 93
familias de angiospermas e 332 géneros vegetais (Elias, 1983); também encontradas em
pteridofitas (Koptur et al., 1998), sendo mais comuns em plantas tropicais (Paiva, 1998).

Essas glandulas secretam uma substancia denominada néctar, a qual é composta por
aminoacidos, monossacarideos, dissacarideos, agua, proteinas e outros compostos (Fahn,
1979; Elias, 1983).

Os nectarios podem ser classificados de acordo com a posi¢cdo que se encontram no
vegetal, assim, podem ser divididos como florais (NF), localizados dentro do Orgdo
reprodutor, e extraflorais (NEFs), quando observados em qualquer parte aérea da planta, como
no caule, nas folhas (peciolo, estipulas e lamina foliar, inclusive as cotiledonares), nos
pedicelos das flores e frutos, no eixo das inflorescéncias, bracteas e bractéolas (Castro e
Machado, 2006).

Quanto a funcdo, as glandulas nectariferas sdo divididas em nupciais (NN), associadas
diretamente com a polinizacdo e/ou extranupciais (NEN), quando ndo apresentam qualquer
relacdo com esse processo, mesmo quando localizadas proximo as partes reprodutivas

vegetais (Castro e Machado, 2006).
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Devido ao seu valor ecoldgico e taxondmico 0s nectérios despertam bastante interesse,
umas das interacdes que se busca entender envolvendo essas glandulas é a sua relagdo com
outros animais, em especial com formicideos.

Nessa associacdo planta-formicideos existem duas correntes: a primeira, denominada
exploracionista, confere a secrecdo nectarifera um papel genuinamente fisioldgico para o
vegetal, onde as formigas simplesmente “exploraram” esse recurso. Ja a segunda corrente,
chamada protecionista, acredita que o0s nectarios extraflorais estariam envolvidos em um
mutualismo inseto-planta. Nele as formigas utilizariam o néctar como fonte de alimento, em
troca, defenderiam a planta hospedeira, atuando como predadores de diversos grupos de
herbivoros (Buckley, 1983). Diversos estudos apontam que essa relacdo tem se mostrado
benéfica para a planta em aspectos como redugdo da herbivora foliar, nos danos em botdes e
flores, além do aumento da producéo de frutos e de sementes (Oliveira et al., 1999; Rodrigues
et al., 2004; Belo et al., 2011).

Em Polygalaceae, ha ocorréncia de nectarios no limbo foliar, nds, raque floral e na
base do ovario (Eriksen & Persson, 2007). A interacdo inseto-planta é facilmente observada
por Aguiar-Dias, et al. (2011) em Caamembeca lauréola (A. St.-Hil. & Moq.) J.F.B. Pastore e
formicideos do género Paratrechina Motschoulsky, 1863, que coletam o néctar secretado
pelas glandulas nodais dessa espécie. Também existem relatos da interacdo entre abelhas
(Bombus pascuorum queens) e o néctar secretado nas flores de Polygala vayredae Costa

(Castro et al., 2009).
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e Polygalaceae Brasileiras com glandulas nodais

As glandulas nodais estdo distribuidas em duas tribos — Polygaleae e Moutabeae — e
ocorrem em cinco dos onze géneros de Polygalaceae registrados para o Brasil (Ludtke et al.,
2008; Aguiar-Dias et al., 2011).

Incluidos em Polygaleae estdo Monnina Ruiz & Paiva, Securidaca L. e
Caamembeca J.F.B. Pastore. O primeiro, formado por arbustos ou arvoretas (Eriksen &
Persson, 2007), é exclusivamente americano, composto por aproximadamente 200 espécies
que se estendem do sul dos Estados Unidos até a Patag6nia, sendo os Andes Peruanos a area
de maior concentracdo (Marques, 1979; Lidtke et. al, 2009). No Brasil é representado por 13
espécies, distribuidas nos dominios fitogeograficos de Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa, ndo sendo descritas para a regido Norte (Pastore et al., 2012).

Securidaca sdo lianas que habitam preferencialmente florestas com solos imidos e que
podem ser identificadas por apresentarem duas glandulas ou apenas uma unica glandula nas
regibes nodais (Marques, 1996; Aguiar-Dias & Aranha Filho, 2008). E um género
neotropical, com cerca de 80 espécies (Marques, 1996), das quais 25 ocorrem no Brasil
(Pastore et al., 2012). Podem ser encontradas em todas as regifes do pais, nos dominios de
cerrado, restingas arboreas e, mais raramente, em caatingas e campos rupestres (Marques,
1996; Pastore et al., 2012).

Caamembeca, criado por J.F.B.Pastore (2012), é oriundo do subgénero Ligustrina
(Chodat) Paiva, que pertencia a Polygala L. A circunscricdo de um novo género para abrigar
espécies de Ligustrina teve como base recentes estudos filogenéticos que demonstraram o
parafiletismo em Polygala (Eriksen, 1993; Abbott, 2011; Pastore, 2012). Assim, para
oferecer consisténcia ao clado, alguns subgéneros, por meio de distingdes morfoldgicas e
filogenéticas, foram elevados a género, como também aconteceu com o subgénero Hebeclada

(Chodat) reagrupado em Asemeia Raf. emend. Small (Pastore e Abbott, 2012). Uma das
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caracteristicas adotadas no reordenamento de Ligustrina em Caamembeca € a presenca de
glandulas na base do peciolo (Pastore, 2012), evidenciando a importancia dessas estruturas
para a familia. De acordo com esta nova organizagao proposta por Pastore (2012), Polygala
ndo possui nenhuma espécie com glandulas nodais, j& que o Unico subgénero (subg.
Ligustrina) que possuia tal caracteristica foi elevado ao género Caamembeca.

Caamembeca € endémico da America do Sul, sendo reportado para todas as regides do
Brasil (Marques e Peixoto, 2007; Pastore, 2012). Representada por ervas a subarbustos que se
caracterizam por possuir além de glandulas nodais, também glandulas na raque da
inflorescéncia (Marques e Peixoto, 2007), é o Unico género no qual ja foi realizado estudos
anatdmicos que constatou a origem estipular de seus nectarios nodais (Aguiar-Dias et al.,
2011; Filgueira, 2012).

A tribo Moutabeae € composta por cinco géneros dos quais dois, dos trés referidos
para o Brasil, possuem pares de glandulas nodais (Eriksen e Persson, 2007; Pastore, 2012).

As Moutabea brasileiras s@o constituidas por sete espécies ocorrentes na Amazonia e
Centro-Oeste (Pastore, 2012). Na América do Sul é relatada para Bolivia, Brasil, Colémbia,
Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela, e na América Central, Costa
Rica e Panama (Eriksen e Persson, 2007; Aymard et al., 2004). Apesar de ser relativamente
pequeno, este é dos géneros em investigacao, o que apresenta maior caréncia de estudos com
seus representantes.

Diclidanthera é tropical da América do Sul (Eriksen, 1993), representado para o Brasil
por trés espécies e quatro variedades (Pastore, 2012). Quando foi descrito sua posicdo
sistematica era incerta, sendo referido para varias familias — Ebenaceae, Styraceae, e
Sapotaceae — (Eriksen, 1993). Todavia, analises anatdmicas e polinicas o incluem esse género
em Polygalaceae (Paiva, 1998). Diclidantheraceae ndo foi sustentado por pesquisas

filogenéticas (Souza e Lorenzi, 2012).
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RESUMO: Glandulas nodais sé&o encontradas em um terco dos géneros de Polygalaceae,
ocorrendo em cinco dos onze géneros registrados para o Brasil. Essas glandulas tem
importancia taxondmica, evolutiva e ecoldgica. A origem estipular dessas glandulas tem sido
debatida e parecem ser relevantes no contexto da evolucdo morfoldgica dentro da ordem
Fabales. Este estudo investigou a origem das glandulas nodais nos géneros brasileiros
glandulares de Polygalaceae: Moutabea, Diclidanthera, Monnina, Caamembeca e Securidaca.
Para isso, amostras das regides nodais de cada género foram coletadas, fixadas e processadas
de acordo com 0s métodos usuais para microscopia de luz e eletrdnica de varredura. A glicose
no exsudato e presenca frequente de formigas dos géneros Crematogaster e Dolichoderus nas
glandulas nodais permitiu classifica-las como nectarios extraflorais. Por meio de cortes
anatomicos seriados da regido nodal, observou-se que as glandulas tém sua origem nas
extremidades do trago foliar, estando de fato vinculados as folhas, caracterizando-as como
nectarios estipulares. As glandulas de todas as espécies apresentaram, em seccao longitudinal,
caracteristicas semelhantes como epiderme uniestratificada; células do tecido nectarifero de
formato isodiamétrico, parede delgada e nucleo evidente; e presenca de um orificio orbicular
conectando o tecido nectarifero com o ambiente para qual o néctar sera secretado.

Palavras-Chave: Polygalaceae, glandulas nodais, estruturas secretoras, filogenia.
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ABSTRACT: The nodal glands are found in about one third of Polygalaceae genera,
occurring in five out the eleven genera registered in Brazil. These glands have taxonomic,
evolutionary and ecological importance. The stipular origin of this glands has been disputed
and seem to be relevance in the context of morphological evolution within order Fabales. This
study has investigated the origin of nodal glands in the glandular Brazilian genera of
Polygalaceae: Moutabea, Diclidanthera, Monnina, Caamembeca and Securidaca. It was
studied nodal samples for each genus, which was collected, fixed and processed in accordance
with the usual methods, i.e. light and scanning electron microscopy. The visiting of ants
(Crematogaster spp. and Dolichoderus spp.) and glucose exudates (‘Glicofita’ test), which
were recorded, on the field observations, on the nodal glands, allowing treat it, undoubted, as
extrafloral nectaries. By means of anatomical serial sections of nodal region, it was observed
that the glands have their origin at the ends of leaf trace, being in fact linked to the leaves,
characterizing them as stipular nectaries. The glands of all species, in longitudinal section,
had similar characteristics as uniseriate epidermis; the cells of nectariferous tissue have
isodiametrical shaped, with thin walls and large nucleus. There is presence of an orifice
connecting the nectary tissue with the environment, where the nectar will flow.

Key words: Polygalaceae, nodal glands, secretory structures, phylogeny.
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INTRODUCAO

Estipulas sdo 6rgéos laterais localizadas aos pares nos nds caulinares em associagdo
com folhas em Angiospermas (Tyler 1897). Essas estruturas ocorrem em varias familias de
plantas e contribuem como caréater para evidenciar relagdes filogenéticas entre grupos vegetais
(Webberling 2006). A grande maioria das plantas possuem estipulas em formato de lamina.
No entanto, essas estruturas podem ser modificadas em formato de espinhos, como em
algumas Mimosoideae, podem ser reduzida a estipulas rudimentares (Webberling 2006) ou
podem também se apresentar como glandulas secretoras de néctar (Lubbock 1898, Nicolson
et al. 2007) .

Polygalaceae Hoffmanns. & Link compreende 20 géneros e cerca de 1.200 especies
distribuidas nas regides tropicais e temperadas, especialmente no continente americano (Paiva
1998; Souza & Lorenzi 2012). No Brasil é representada por onze géneros e cerca de 200
espécies (Pastore et al. 2012) ocorrentes em todas as formacdes vegetais (Aguiar-Dias et al.
2012). Dentre os caracteres presentes na familia com valor taxonémico significativo
destacam-se as estruturas secretoras. Em particular, as glandulas externas que além da
importancia taxondmica, possuem valor ecoldgico e evolutivo. Apesar disso, essas estruturas
sdo muitas das vezes pouco enfatizadas em trabalhos botanicos (Blithgen & Reinfenrath
2003).

Neste estudo destacam-se as glandulas nodais, as quais ocorrem em um terco dos
géneros de Polygalaceae, possuindo relevante valor taxonémico para a familia (Eriksen &
Persson 2007). Estas estruturas estdo presentes em cinco dos onze géneros que ocorrem no
Brasil: Caamembeca J.F.B. Pastore, Diclidanthera Mart., Monnina Ruiz & Pav., Moutabea
Aubl. e Securidaca L. (Pastore et al. 2012, Pastore 2012).

Desde os trabalhos de Chodat (1891) estas glandulas sdo mencionadas para

Polygalaceae em estudos morfoldgicos e taxondmicos, sendo por muito tempo alvo de
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especulacdo sobre serem ou ndo estipulas modificadas. Dickison (1973) foi o primeiro que
estudou essas estruturas no género Xanthophyllum Roxb., verificando que estavam ligados ao
traco foliar. No entanto, apenas em pesquisas recentes, Aguiar-Dias et al. (2011) por meio de
secOes anatdmicas das glandulas nodais de Caamembeca laureola (A. St-Hil. & Moq.) J. F.B.
Pastore (tratada anteriormente como Polygala laureola A.St-Hil. & Moq.) corroborando essas
estruturas como estipulas e nomeando-as glandulas estipulares.

A ocorréncia de glandulas de origem estipular em Polygalaceae é principalmente
relevante na compreensdo da evolucdo dos caracteres morfolégicos na ordem Fabales
(segundo a APG Il 2003), uma vez que um dos principais caracteres distintivos entre
Leguminosae e Polygalaceae é a presenca/auséncia de estipulas respectivamente (Aguiar-Dias
et al. 2011). Além disso, estas glandulas tem oObvia importancia nos estudos de interacéo
ecoldgica da familia. Entretanto, a origem, homologia, e descricdo anatdmica comparativa ndo

estava estabelecida para os diferentes géneros glandulares da familia que ocorrem no Brasil.

MATERIAL E METODOS

e Material vegetal e observacdes de campo

Foram selecionadas uma espécie de cada género (Caamembeca oleifolia (A.St.-Hil.
Mogq.) J.F.B.Pastore, Diclidanthera laurifolia Mart., Monnina exalata A.W.Benn., Moutabea
guianensis Aubl. e Securidaca amazonica Chodat), sendo amostrados, desta forma, todos os
géneros de Polygalaceae com glandulas estipulares que ocorrem no Brasil. As coletas foram
feitas in loco com o material testemunha incorporado no Herbario MG, localizado no Campus
de pesquisa do Museu Paraense Emilio Goldi, Belém-PA. Para verificar a ocorréncia de
glicose no exsudado das estruturas nodais utilizou-se Glicofita Plus®. Amostras dos insetos

observados visitando as glandulas e coletando o exsudato foram preservadas em etanol 70%
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para posterior identificacdo por especialista. As ilustracdes de campo foram obtidas em
camera digital Canon EOS Rebel T2I

e Microscopia de luz

Amostras das regides nodais das cinco espécies analisadas foram fixadas em FAAs
durante 24 horas (Johansen 1940). O material isolado foi desidratado em série butilica (&lcool
butilico terciario), etilica (alcool etilico) e incluido em Paraplast® e Hidroxietil Metacrilato,
respectivamente (historesin Leica®; Gerrits & Smid 1983). Cortes seriados transversais e
longitudinais foram realizados em micrétomo rotativo, corados em safranina e azul de astra
(Gerlach 1984) ¢ azul de toluidina (O’brien et al. 1965), e montadas em resina sintética
Permount®. As fotomicrografias foram obtidas através de microscopio com camera digital
acoplada. Amostras também foram submetidas a luz polarizada com intuito de evidenciar
constituintes celulares de natureza birrefringente.

e Microscopia eletrénica de varredura

Para a analise em microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie dos
nectarios extraflorais, amostras previamente fixadas em FAA (Johansen, 1940) foram
desidratadas em série etilica crescente, secas pelo método de ponto critico de CO, (Souza
1998), montadas em suportes metalicos e metalizadas com ouro em camada de 20 nm de
espessura, por 150 segundos em corrente de 25 mA. As eletromicrografias foram obtidas em
microscopio eletrébnico de varredura Leo modelo 1450 VP, com escalas micrométricas

projetadas nas mesmas condi¢des dpticas.
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RESULTADOS

e Observacdes de campo e dados morfolégicos

A quantidade de exsudato liberado pelas glandulas nos individuos observados ndo é
profusa, apesar disso, foi detectado por meio do teste de Glicofita Plus®, a presenca de
glicose nas glandulas nodais, caracterizando essas estruturas como nectarios extraflorais
(NEF). Em campo, foi possivel observar a presenca constante de formigas visitando os NEFs.
Estes foram classificados como pertencentes aos géneros Dolichoderus Lund, 1831 e
Crematogaster Lund, 1831 (Figuras 1A-L).

Em todas as espécies as glandulas estdo localizadas na regido nodal do caule, em pares
opostos, proximas a base do peciolo. Em Caamembeca oleifolia, alguns nos apresentavam
trés a quatro glandulas nodais (Figuras 2A-E). Quanto ao formato, estas mostraram-se
distintas, C. oleifolia possui forma cilindrica com base bojuda (Figuras 2A e F); Securidaca
amazonica e Diclidanthera laurifolia, crateriforme orbicular (Figuras 2B, 2G, 2E e 2J);
Monnina exalata, circular pequena (Figuras 2C e 2H) e Moutabea guianensis plana orbicular
(Figura 2D e 21).

Na regido nodal de todas as espécies foi observada a ocorréncia de tricomas tectores
ornamentados de apice afilado, todavia a superficie dos nectarios é glabra (Figuras 2F-J). As
glandulas de Monnina exalata apresentaram estébmatos e papilas (Figura 2H). No éapice
nectarifero de todas as espécies hd um orificio central de formato orbicular por onde o néctar
é liberado para o ambiente (Figuras 2F-J). Hifas de fungos foram encontradas nas glandulas

de néctar, sobretudo préximas ao orificio nectarifero (Figura 11).

e Estrutura anatémica das glandulas
As espécies estudas apresentaram, em estagio ja desenvolvido, nectarios com formato

cilindrico a arredondado (Figuras 3A-E).
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Em secédo longitudinal, todas as glandulas nodais possuem epiderme uniestratificada,
composta em sua maioria por células de parede periclinais incrustadas de cutina, sobretudo
em Securidaca amazonica e Caamembeca oleifolia (Figuras 3A-E). O exsudado é secretado
por meio de um orificio orbicular localizado na epiderme dos nectarios, formado um canal
que se estende até as células do parénquima nectarifero, conectando-o com o meio ambiente
para qual o néctar sera liberado (Figuras 2F-J e 3A-E). As células que constituem o tecido
nectarifero sdo em geral semelhantes em todas as espécies, apresentando formato esférico,
parede delgada e nucleo evidente (Figuras 3A-D).

Por meio da andlise dos cortes seriados dos nds caulinares, as glandulas nodais de
todas as espécies foram confirmadas como pertencentes a folha e ndo ao caule (Figuras 4A-D
e 5A-L). Observou-se que as glandulas tém sua origem nas extremidades do traco foliar, no
qual, atraves de sucessivas divisdes periclinais em direcdo a cada nectario, esses sao
constituidos por floema e xilema. Assim, embora os pares nectariferos estejam localizados em
posicdo nodal, eles estdo de fato vinculados a folha, caracterizando-se como nectarios
estipulares.

Em todas as espécies, as células do parénquima nectarifero ocuparam a posicdo
medular e sdo delimitadas pela epiderme na regido apical, por feixes de floema na regido
mediada, estando os elementos do xilema localizados apenas na regido basal ao parénquima
nectarifero (Figuras 5B, 5J-L). Todavia em S. amazonica o tecido Xilematico se estende
delimitando também a regido mediana das células do parénquima nectarifero (Figuras 5E-F).
Cristais sdo observados ao redor do tecido nectarifero em Securidaca amazonica,

Caamembeca oleifolia, Moutabea guianensis e Diclidanthera laurifolia (Figuras 5A, 5E).
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DISCUSSAO

Em todas as espécies estudadas, os NEFs estdo conectados ao trago foliar,
corroborando com o0s estudos que sugerem que estas estruturas sejam na realidade estipulas
modificadas (Dickison 1973, Aguiar-Dias et al. 2011). Aguiar-Dias et al. (2011) nomearam oS
nectarios nodais presentes em C. laureola como nectérios estipulares. No entanto, ainda ndo
estava definido se as glandulas nodais em outros géneros de Polygalaceae tinham também a
mesma origem estipular.

O registro de nectérios estipulares nas cinco espécies representativas dos géneros
brasileiros (distribuidos em duas tribos) fornece maiores evidencias de que Polygalaceae
possui estipulas modificadas nesse tipo de glandula. Esse conhecimento é relevante, pois
incluida na ordem Fabales, Polygalceae tem como carater distintivo das demais familias do
clado a auséncia de estipulas (APG Il 2003, Souza e Lorenzi 2012). Assim, embora 0s
géneros apresentados ndo possuam estipulas em termos morfoldgicos, a anélise anatdmica da
regido nodal fornece indicios que as glandulas nodais representam estipulas modificadas de
origem semelhante as encontradas em toda a ordem Fabales.

Estipulas modificadas sdo frequentemente presentes nas Angiospermas (Webberling
2006). Espécies do género Prestonia R.Br. (Apocynaceae) geralmente possuem estipulas
modificadas em coléteres (Rio et al. 2002, Rio & Kinoshita 2005). Esse mecanismo de
substituicdo ou transformacéo possibilita que diferentes estruturas, como no caso as estipulas,
adaptem-se anatomicamente de acordo com a evolucgéo e necessidade da espécie (Evert 2006),
atuando como glandulas secretoras de néctar nos géneros de Polygalaceae.

A presenca de estruturas transformadas propicia a reducdo do custo energético para
planta e possivelmente diminui o investimento de recursos no desenvolvimento de uma nova
estrutura (Diaz-Castelazo et al. 2005). Melo et al. (2010) relatam a presenca de NEFs para 35

espécies de Leguminosae senso lato em areas de Caatinga no Brasil, no qual NEFs originados
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de outras estruturas modificadas estdo presentes principalmente em Papilionoideae, grupo
mais derivado da familia.

E possivel que a distribuicdo dos NEFs em Leguminosae esteja relacionada a evolugio
reprodutiva dos grupos (Polhil et al. 1981). Mimosoideae e Caesalpinioideae tém maior
namero de representantes com NEFs e possuem flores com caracteres plesiomorficos, cujos
6rgdos reprodutivos sdo mais expostos e susceptiveis as agressdes ambientais (Polhil et
al. 1981). Papilionoideae apresentam caracteres apomarficos, tendo seu aparato reprodutivo
melhor protegido (Polhil et al. 1981), o que reduziria 0 investimento em recursos no
desenvolvimento de NEFs ndo originados de estruturas modificadas (Melo et al. 2010) e
investimento em NEFs modificados.

Todavia, em Polygalaceae, a presenca de NEFs ndo esta associada a morfologia
papilionada das flores, ja que ocorrem em Moutabea, que apresentam flores subactinomorfas
e 0 género Polygala, que possui flores papilonoides, ndo apresenta NEFs. E provavel que em
Polygalaceae os NEFs nodais estejam associados a longevidade e forma de vida de seus
géneros, visto que sdo observados em espécies de maior porte e perenes, enquanto que em
géneros que possuem espécies herbaceas anuais, como Polygala e Asemeia, 0 investimento
em NEFs parece ndo ser viavel. Esse fato também explica a auséncia de NEFs em outros
géneros de Polygalaceae.

Em todos os géneros, os NEFs estipulares foram classificados como estruturados,
quando o tecido vegetal se diferencia para formacdo a glandula (Castro & Machado 2006).
Quanto a forma, apresentaram formato cilindrico a arredondado. Eriksen (1993) afirma que a
forma das glandulas nodais em Polygalaceae possuem valor taxonémico para o nivel de
espécie, enquanto que a posi¢cdo dessas estruturas tem valor genérico. Anatomicamente, todas
as glandulas nodais demonstraram um padrdo semelhante, com parénquima nectarifero

evidente e formacdo na epiderme, de um orificio orbicular conectando esse tecido ao meio
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externo, para onde o néctar serd liberado. Moutabea guianensis foi & espécie que apresentou
estruturalmente nectarios mais diferenciados. Ao contrario dos outros géneros, os NEFs de M.
guianensis encontram-se totalmente inclusos no parénquima caulinar. O que coincide com o
fato de Moutabea pertencer a uma tribo diferente, Moutabeae. Como as duas tribos citadas
possuem delimitacdo monofilética (Forest et al. 2007), infere-se que os padrdes das glandulas
nodais sdo homologos e representam importantes caracteres taxondmicos para as tribos.

Sobre o tamanho das formigas e suas relacdes no combate a herbivora de plantas
portadoras de NEFs, Cruz Neto (2009) estudou o comportamento de formigas separando-as
pelo seu porte, observando que espécies de grande porte ndo apresentam comportamento de
grupo, mas podem defender mais recursos por unidade de tempo que formigas pequenas. Por
outro lado, individuos de porte pequeno geralmente se locomovem intensamente entre 0s
orgaos das plantas patrulhadas, indicando que a area de forrageio por unidade de tempo para
esse tipo de formiga possa ser maior que para as de grande porte (Cruz Neto 2009).

Tais padrdes podem estar ligados a coevolugdo entre plantas com NEFs e formigas.
Em Moutabea guianensis foram observadas apenas formigas do género Crematogaster, que
ndo possuem grande porte comparadas a espécies do género Dolichoderus, encontradas em
Monnina, Caamembeca e Securidaca. A coevolucao envolvendo plantas e animais, em funcéo
da defesa ou polinizacdo, possivelmente conduziu o surgimento dos NEFs (Polhill et al.
1981). Do ponto de vista evolutivo, existem mecanismos coevolutivos responsaveis que
mantém a especificidade entre os parceiros de interacdo (Dattilo et al. 2009). Em
Polygalaceae, essa coevolugdo esta claramente ligada ao tamanho dos NEFs. No entanto,
estudos ainda sdo necessarios para uma melhor compreensdo desse processo ecoldgico-
evolutivo.

Segundo Fahn (1979) a liberacdo do néctar pode ocorrer através de estbmatos, de

tricomas ou por ruptura da cuticula. Em todas as espécies estudadas a liberacdo é feita por
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meio de um orificio localizado ao centro do &pice nectarifero. No parénquima nectarifero, a
seiva elaborada, proveniente do floema, transforma-se em pré-néctar e posteriormente em
néctar, para que assim possa ser liberado para o ambiente, por meio de uma corrente de
transpiracdo (Fahn 1979). A grande lignificacdo observada na parede da epiderme do nectario
e das células parenquiméticas subjacentes a ela é uma ferramenta vegetal para a
impermeabilizacdo dessas células, impedindo que o néctar seja liberado por outro percurso
que ndo o orificio central glandular (Fahn 1979).

Ressalta-se ainda que nos NEFs estipulares foram encontradas hifas de fungo
proximas ao orificio central, como também observou Leitdo et al. (2002), Francino et al.
(2006), Paiva e Machado (2006) e Aguiar-Dias et al. (2011). Hocking e Pitt (2001) e
Houbraken et al. (2006), afirmam que produtos ricos em carboidratos, como o néctar, séo
mais susceptiveis a presenca de fungos.

Anatomicamente, com excecdo de S. amazonica, 0 parénquima nectarifero dos NEFs
estudados estd delimitado apenas por extensdes do feixe de floema, permanecendo o tecido
xilematico posterior a base glandular, semelhante ao encontrado por Aguiar-Dias et al. (2011)
em C. laureola, porém diferente do que foi observado por Francino et al. (2006) em
Chamaecrista trichopoda (Benth.) Britton & Rose ex Britton & Killip (Caesalpinioideae)
onde o floema e também o xilema cercam as células nectariferas. Glandulas ligadas somente
ao floema provavelmente possuem maior concentracao de carboidratos no néctar (Castro et al.
2009); por sua vez, essa concentracao relaciona-se diretamente a quantidade e o tipo de fauna
visitante do vegetal (Corbet et al. 1979). Variacbes ambientais, como a temperatura e
umidade, também influenciam na concentracdo de acucar nesse tipo de glandula (Corbet et al.
1979).

Outro fato relevante foi a grande quantidade de drusas de oxalato de calcio em todos

0s taxons deste estudo, todavia S. amazonica apresentou maior quantidade de drusas proximas
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aos NEFs, sendo esta tambeém, a unica espéecie no qual o floema delimita todo o parénquima
nectarifero. Cristais de oxalato de calcio podem estar relacionados a eliminagdo do excesso de
calcio citossolico, comum no floema e imediacBes dos tecidos secretores (Paiva & Machado
2006).

Os NEFs nodais ndo estdo presentes em todos os géneros de Polygalaceae (Pastore
2012), e, mesmo para aqueles que possuem essa estrutura, ndo had uma proximidade
filogenética clara. Por exemplo, Moutabea (clado basal) e Caamemembeca (clado derivado),
compartilham a presenca de glandulas nodais. Todavia Asemeia, que € um género derivado e
mais proximo filogeneticamente a Caamembeca, ndo apresenta glandulas nodais visiveis.
Nectarios podem ser facilmente perdidos e/ou adquiridos durante a evolucdo (Sugiura et al.
2006, Heil 2011) e tantos os extraflorais como, possivelmente, os florais, sdo fenotipicamente
muito plasticos (Mondor et al. 2006, Doak et al. 2007). A facilidade com a qual sdo obtidos e
perdidos, conjuntamente com as diferentes pressdes ambientais sobre sua funcionalidade,
fornecem explicagdes para a diversidade mecanicista e estrutural nas espécies de
Angiospermas (Heil 2011) e também pode explicar a sua auséncia em alguns géneros de

Polygalaceae.
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Figura 5:
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LEGENDA DAS FIGURAS:

Figura 1: A-L: Localizacdo dos nectarios estipulares nas espécies de Polygalaceae. A-B:
Caamembeca oleifolia. C-F: Securidaca amazonica. C. Vista geral da especie. D-E:
Formigas do género Dolichoderus frequentando os nectarios nodais. G-1: Monnina exalata.
G. Vista geral da espécie. Detalhe do teste da Glicofita feito em campo no inset. H.
Localizacdo do nectério. 1. Formiga do género Dolichoderus frequentando a espécie. J-F:
Moutabea guianensis. J. Vista geral. K. Detalhe da localizagdo nodal dos nectérios. L.
Diclidanthera laurifolia, localizacdo na glandula. Setas: Regido nodal, no qual € localizada a

glandula.

Figura 2: A-J: Eletromicrografia de varredura dos nectarios estipulares em espécies de
Polygalaceae. A e F: Caamembeca oleifolia. A. Vista geral. F. Formato cilindrico com base
bojuda da glandula. Seta apontando o orificio por qual o néctar sera secretado. B e G:
Securidaca amazonica B: Vista geral da localizacdo nodal dos nectarios. G. Formato
cilindrico com base bojuda. Seta indicando orificio nectarifero. Notar tricomas tectores na
base. C e H. Monnina exalata A. Vista geral, notar formato cilindrico da glandula. H. Papilas
na superficie do nectario (seta). Detalhe do estémato na epiderme da glandula no inset. D e I:
Moutabea guianensis. D. Vista geral do nectario. 1. Notar hifas de fungo no orificio do
nectarifero (seta). E e J: Diclidanthera laurifolia. E. Vista geral da localizacdo das glandulas.
J. Aspecto geral, formato cilindrico do nectéario. Barras: A: 500um; B, D, E: 300um; C:

400um; F: 80pum; G: 120um; H: 100pm; I: 50um; J: 150um.
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Figura 3: A-E: Aspecto geral da estrutura dos nectérios estipulares, em secdo longitudinal, de
espécies de Polygalaceae. A. Caamembeca oleifolia. Notar células nectariferas em processo
de lise. B. Securidaca amazonica. C. Monnina exalata. D. Diclidanthera laurifélia. E.
Moutabea guianensis. Siglas: PN: parénquima nectarifero, CT: células transitdrias. Barras: A-

E: 100 pm.

Figura 4: A-E: Regido nodal em sec¢do transversal. Destaque para conexao entre o nectario
estipular e o traco foliar em cinco espécies de Polygalaceae (seta). A. Caamembeca oleifolia.
Notar células nectariferas em processo de lise. B. Securidaca amazonica. C. Monnina
exalata. D. Diclidanthera laurifolia. E. Moutabea guianensis. Siglas: TF: Trago foliar, FVC:

Feixe vascular caulinar. Barras: A-E: 200 pm.

Figura 5: A-L: Nectario estipular de cinco espécies de Polygalceae sob luz polarizada. A-D:
Caamembeca oleifolia. A. Vista geral. B. Detalhe da regido basal do nectario, notar feixe de
xilema localizado apenas nessa regido (seta). C-D: Regido basal do nectario em secao
transversal, evidenciando feixe colateral (seta). E-F: Securidaca amazonica. E. Vista geral. F.
Detalhe do parénquima nectarifero, notar xilema delimitando todo esse tecido. G-H: Regiéo
basal do nectario em secdo transversal, notar feixe colateral. 1-J: Monnina exalata. 1. Vista
geral dos nectarios. Notar traco foliar (seta) em direcdo as glandulas. J. Detalhe do feixe
colateral, notar xilema apenas na regido basal a glandula. K. Moutabea guianensis, vista
geral, evidenciando feixe colateral a base do nectario. L. Diclidanthera laurifélia, notar
cristais de oxalato de célcio préximos ao nectario. Siglas: XI: xilema, Nec: nectario. Barras:

A B, Eel:200 um; C,D, F, G, H,J, Ke L: 100 um
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RESUMO: Nectarios extraflorais (NEF) estdo geralmente associados a protecdo que
conferem a planta contra herbivoria. Em Polygalaceae, NEFs localizados na regido nodal s&o
encontrados em mais de um tergo dos géneros. A presenca desse tipo de estrutura é objeto de
investigagdes ecoldgicas e filogenéticas. Mesmo com grande importancia, ha uma caréncia de
estudos sobre a secrecdo, ultraestrutura e processo secretor dessas glandulas. Diante da
importancia dessas estruturas, investigou-se a estrutura e 0s mecanismos de secre¢do do
néctar nos NEFs nodais de Moutabea guianensis Aubl. Para isso, amostras nodais foram
coletadas, fixadas e processadas de acordo com 0s métodos usuais para microscopia de luz,
microscopia eletrénica de varredura e microscopia eletrénica de transmissao. Observacdes de
campo possibilitaram o registro de insetos visitantes. Formigas do género Crematogaster
Lund, 1831 foram frequentemente observadas nos NEFs nodais e percorrendo toda a planta.
Cortes anatomicos seriados da regido nodal, apontaram que as glandulas tém sua origem nas
extremidades do traco foliar, estando de fato vinculadas as folhas, caracterizando-as como
nectarios estipulares. Estruturalmente possuem epiderme uniestratificada, com presenca de
um orificio orbicular conectando o tecido nectarifero com o ambiente para qual o néctar sera
exsudado. As células do tecido nectarifero tém formato esférico, parede delgada, nucleo
evidente e sdo delimitadas por uma camada de células suberizadas. A analise ultraestrutural
evidenciou que células do parénquima nectarifero, em fase secretora, possuem vacuoma
proeminente com vaclUolos de diversos tamanhos, todos com contetdo floculado.
Mitocondrias, plasmodesmos e reticulo endoplasméatico tambem estdo presentes em grande
quantidade. Muitas vesiculas foram observadas translocando a secrecdo de uma célula para a
outra em direcdo ao orificio do nectario.

Palavras-chave: Estruturas-secretoras, estipulas modificadas, Polygalaceae, ultraestrutura.
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ABSTRACT: Extrafloral nectaries (NEF) are usually associated with conferring protection to
the plant against herbivory. In Polygalaceae, the EFN positioned in the nodal region are found
in more than a third of genus. The presence that type of structure is the object of not only
ecological but also phylogenetic investigations. Recent studies indicate that the nodal EFNs of
Caamembeca J.F.B. Pastore, are actually modified stipules. However little is known about
possible stipulate origin in the other family’s genus. Due the importance of these structures,
was investigated the origin and the mechanisms of nectar secretion of EFN on nodal
Moutabea guianensis Aubl. For this, nodal samples were collected, fixed and processed
according to the usual methods for light microscopy, scanning electron microscopy and
transmission electron microscopy. Field observations allowed the recording of visiting
insects. Ants of the Crematogaster Lund genus, 1831 were frequently observed on nodal EFN
and walking on the plant. Anatomical serial sections of nodal region indicated that the glands
have their origin at the ends of leaf trace, being in fact linked to the leaves, characterizing
them as stipular nectaries. Structurally it has uniseriate epidermis, with an orbicular orifice
connecting the nectary tissue with the environment, where the nectar will flow. The cells of
the tissue nectariferous have circular shaped, with thin walls, large nucleus and are surround
by a layer of cutinized cells. The ultrastructure showed that the nectariferous parenchyma
cells in the secretory phase have bulky vacuoles surrounded by several other smalls vacuoles,
both with floc content. Mitochondria, plasmodesmata and endoplasmic reticulum were also
observed and vesicles indicated a granulocrine release.

Keywords: Secretory structures, modified stipules, Polygalaceae, ultrastructure.
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INTRODUCAO

Nectérios extraflorais (NEF) sdo estruturas secretoras que podem estar localizadas no
caule, folhas, pedicelos das flores e frutos, eixo das inflorescéncias, bracteas e bractéolas
(Castro & Machado 2006).

Quanto a funcdo, podem ser classificados como nectarios nupciais (NN), se associados
diretamente a polinizacdo ou nectarios extranupciais (NEN), quando ndo possuem relacdo
com esse processo, ainda que localizados proximos as estruturas reprodutivas da planta
(Castro & Machado 2006). Uma das interagdes que se busca entender envolvendo plantas
com NEFs, é o mutualismo com outros animais, em especial as formigas. Nessa associagdo 0s
NEFs atuam na protecdo contra a herbivora de maneira indireta, pela acdo das formigas
visitantes que em troca do néctar extrafloral e combatem insetos herbivoros maiores (Buckley
1983, Bronstein et al. 2006, Bronstein 2009).

Polygalaceae é uma familia cosmopolita (Ludtke et al. 2013), na qual a presenca de
NEFs ¢é relatada para o limbo foliar, raque floral e nds de varios géneros (Eriksen & Persson
2007). Todavia, estudos que enfoquem essas estruturas ainda sao poucos.

Aguiar-Dias et al. (2011) observaram a ocorréncia de uma relacéo inseto-planta entre
individuos de Caamembeca laureola (A.St.-Hil. & Moq.) J.F.B.Pastore e formicideos do
género Paratrechina, que coletam o néctar secretado pelos NEFs nodais dessa espécie. Alem
do valor ecoldgico, esses nectarios nodais possuem um importante papel taxondémico e
filogenético para Polygalaceae. Pois devido a ligacdo dessas estruturas com o traco foliar, foi
visto que se tratam de estipulas modificadas (Aguiar-Dias et al. 2011).

A ocorréncia de nectarios de origem estipular é extremamente relevante. Marques &
Peixoto (2007), interpretaram estas glandulas como nectarios, porém as consideraram

pertencentes ao caule e ndo a folha. Ja para os estudos filogenéticos, ressalta-se que incluida
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em Fabales (APG Ill 2009), a familia possui como carater distintivo dos outros clados da
ordem, a auséncia de estipulas (Souza & Lorenzi 2012).

No Brasil, as glandulas nodais estdo presentes em cinco dos 11 géneros de
Polygalaceae (Caamembeca J.F.B. Pastore, Diclidanthera Mart.,, Monnina Ruiz & Pav.,
Moutabea Aubl., Securidaca L.) (Pastore et al. 2012), sendo até 0 momento Caamembeca, 0
Unico género que esse tipo de investigacdo ja foi realizada.

O fato de ter sido verificada a ocorréncia de estipulas modificadas em uma espécie de
Polygalaceae, ndo quer dizer que este seja um carater presente em todos 0s grupos com
glandulas nodais. Logo, investigar a origem dessas glandulas em mais de um género,
proporcionard um melhor entendimento destas na historia evolutiva da familia, pois
caracteristicas anatomicas sdo de grande importancia ndo s0 para 0 conhecimento e
identificacdo das espécies, mas para a elaboracao de padrdes filogenéticos (Judd et al. 2009).

Os estudos feitos até 0 momento abordaram os nectarios nodais apenas com critérios
morfoanatdémicos, pouco se conhece sobre sua ultraestrutura e 0s mecanismos de transporte
do néctar. Diante do exposto, se investigou a origem, estrutura e ultraestrutura das glandulas
nodais presentes em Moutabea guianensis Aubl., para verificar a ocorréncia de glandulas
estipulares em mais de um género de Polygalaceae, como também compreender os

mecanismos envolvidos no transporte e liberacdo do néctar.

MATERIAL E METODOS

Espécimes de Moutabea guianensis Aubl., foram coletadas no Campus de Pesquisa do
Museu Paraense Emilio Goeldi, Coordenacdo de Botéanica, Belém, PA (1°27'5,69"S e
48°26'40,38'0O) com exsicata depositada no acervo do herbario MG, sob o registro MG.
Formigas visitando as glandulas nodais foram coletadas e preservadas em alcool etilico 70%

para posterior identificacdo por especialista.
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No estudo estrutural, amostras das regides nodais em inicio de desenvolvimento e
plenamente desenvolvidas foram fixadas em FAAsy € FNT, desidratadas em série butilica
(Johansen 1940) e incluidas em Paraplast. Se¢des seriadas transversais e longitudinais foram
feitas em micr6tomo rotativo de avanco automatico (modelo Leica® RM 2245) e
posteriormente coradas com Safranina e Azul de Astra (Gerlach 1984). Amostras também
foram submetidas a desidratacdo em série etilica, incluidas em metacrilato (Gerrits & Smid
1983) e coradas em azul de Toluidina (O’ brien et al. 1965). Quatro testes histoquimicos
foram realizados: reacdo PAS, para detectar a presenca de carboidratos (McManus 1948);
Sudan 1V, para lipideos (Pearse 1980); Cloreto Férrico, para compostos fendlicos (Johansen
1940); e Reagente de Dragendorff (Yoder & Mahlberg 1976), para alcaloides.

Para a analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), as amostras
previamente fixadas em FAA (Johansen 1940) foram desidratadas em série etilica crescente,
secas pelo método de ponto critico de CO, (Souza 1998), montadas em suportes metalicos e
metalizadas com ouro.

O material destinado as analises em Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) foi
fixado em glutaraldeido por 24h, p6s-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampéo fosfato de
sodio 0,1M, pH 7.2, desidratado em série cetbnica, para posterior inclusdo em resina Spurr
(Roland 1978). Secc0es ultrafinas foram feitas e contrastadas com acetato de uranila (Watson
1958) e citrato de chumbo (Reynolds 1963).

As fotomicrografias foram realizadas com auxilio de camera fotografica digital Canon
PowerShot A660IS, acoplada ao microscopio Zeiss Axiostar plus e microscopio eletrénico
modelo Zeiss EM 900. Alguns cortes foram submetidos a luz polarizada para evidenciar
constituintes celulares de natureza birrefringente. As eletromicrografias de varredura foram
obtidas por captura em microscopio Leo (modelo 1450 VVP), que opera com Software Leo e as

imagens de campo com camera digital Canon EOS Rebel T2I.
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RESULTADOS

v Dados morfoldgicos

Os nectérios extraflorais (NEFs) de Moutabea guianensis foram, em sua maioria,
observados na regido nodal do eixo caulinar (Figuras 1A-B), em pares opostos & base do
peciolo (Figuras 3A-B). Raramente, em ramos mais jovens, apenas uma glandula é
encontrada (Figuras 1A-B). O exsudato liberado pelos nectérios nos individuos analisados ndo
foi evidente, porém se observou a presenca constante de formigas do género Crematogaster
Lund, 1831 visitando as glandulas e percorrendo toda a planta (Figuras 1C-D).

Ao microscopio eletronico de varredura, os NEFs possuem formato plano orbicular,
com aproximadamente 0,01 - 0,02 mm de comprimento e 0,01 - 0,02 mm de largura (Figuras
3C-D). Aregido apical do nectario é plana rugosa, com orificio central arredondado. Hifas de
fungo foram constatadas proximas a esse orificio nectarifero (Figuras 2B e 3C-D). Tricomas
tectores de apice afilado ocorrem apenas na base dos nectarios, sendo a superficie das

estruturas glabra (Figuras 2A-C e 3B).

v Estrutura do nectario em desenvolvimento

No inicio de seu desenvolvimento, os nectarios possuem morfologia semelhante ao das
glandulas ja adultas, embora seus tecidos ainda apresentem aspecto meristematico (Figuras
1B-C). As células do meristema fundamental que irdo originar o parénquima nectarifero
estdo, através de sucessivas divisdes anticlinais e periclinais, em processo de formacao e ja é
possivel notar a diferenciacdo de um corddo procambial oriundo do traco foliar em direcédo a
elas (Figuras 1C-D). Nesse estagio ndo é possivel observar a presenca da camada celular
diferenciada envolvendo as células do parénquima nectarifero, todavia o orificio localizado na

glandula ja esta formado (Figuras 1D-E).
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v Estrutura do nectario adulto

Os NEFs nodais possuem, em sec¢do longitudinal, epiderme nectérifera
uniestratificada, composta por células de paredes periclinais e anticlinais recobertas por cutina
na regido central formando um orificio orbicular (Figuras 3E; Tabela 1). O parenquimatico
nectarifero é constituido por células esféricas, de parede delgada e nicleo evidente, sendo ele
totalmente cercado por uma camada de células diferenciadas com paredes anticlinais
suberizadas (Figura 3E-F; Tabela 1).

Por meio de cortes seriados da regido nodal, verificou-se que os NEFs tém sua origem
nas extremidades do traco foliar, através de divisbes periclinais sucessivas no sentindo de
cada nectario (Figura 3F-G). Assim, embora 0s pares nectariferos estejam localizados em
posicdo nodal, eles estdo de fato vinculados a folha, caracterizando-os como NEFs
estipulares.

As células do parénquima nectarifero estdo delimitadas por um feixe colateral na
porcdo basal, por apenas elementos do floema na regido mediada e pela epiderme nectarifera

na regido apical (Figuras 3E-G).

v Ultraestrutura e histoquimica

As células do parénquima nectarifero, em fase secretora, apresentam vacuoma
composto por um vacuolo volumoso, cercado por varios outros vacuolos de menor tamanho,
todos com contetdo floculado (Figuras 4A-B). Estruturas vesiculares sdo observadas
proximas ao tonoplasto dessas organelas (Figuras 4B-C).

O restante do citoplasma dessas células é comprimido por essa rede de grandes
vacuolos a periferia celular, localizando-se préximo a membrana plasmatica (Figuras 4A-B).
Nele é notada a presenca de muitas mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso e leucoplastas

com estroma denso e sistema de membranas internas pouco diferenciadas (Figuras 4E). A
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parede celular priméria é fina, com muitos plasmodesmos que interligam todas as células do
parénquima nectarifero e conferem a ela um aspecto fenestrado (Figuras 4C, E-F).

As células do parénquima nectarifero responderam negativamente para os testes de
Sudan 1V, Reagente de Dragendorff e Cloreto férrico. Enquanto que apontaram resultado

positivo apenas para a reacdo de PAS (Tabela 1).

DISCUSSAO

A confirmacgdo de nectarios estipulares para mais de um género de Polygalaceae é um
dado relevante, que corrobora a hipotese de presenca de estipulas modificadas na familia
(Aguiar-Dias et al. 2011). A auséncia de estipulas era um dos caracteres distintivos entre
Polygalaceae e as demais familias que compde a ordem Fabales (Souza & Lorenzi 2012).

Estipulas modificadas sdo encontradas em muitas espécies de Angiospermas
(Weberling 2006). Esse mecanismo de substituicdo ou transformacdo possibilita que
diferentes estruturas, como no caso as estipulas, exercam anatomicamente uma nova fungéo
de acordo com a evolugdo e necessidade da espécie (Evert 2006). A presenca de estruturas
adaptadas proporciona a reducdo do custo energético na planta e possivelmente limita o
investimento de recursos no desenvolvimento de uma nova estrutura (Diaz-Castelazo et al.
2005).

A constante presenca de formigas do género Crematogaster visitando os NEFs
estipulares e percorrendo toda a planta, aponta a existéncia de uma relacdo mutualistica entre
estas e 0s espécimes de M. guianensis. Formigas desempenham importante funcdo na
protecdo contra a herbivoria, detendo outros organismos maiores que reduzem a capacidade
reprodutiva das plantas (Bronstein et al. 2006, Bronstein 2009, Dattilo et al. 2009). A
ocorréncia de espécies de Crematogaster em plantas com NEFs € constantemente relatada em

diversos estudos que reforcam o potencial de defesa contra herbivoria proporcionado por
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essas formigas (Quinet 2007, Nishimura 2009). Aguiar-Dias et al. (2011) observaram uma
relacdo entre espécimes de Caammembeca laureola e formigas do género Paratrechina
Motschoulsky, 1863.

Os NEFs estipulares possuem tecido nectarifero bem definido com arranjo celular
tipico de células secretoras de néctar.

O néctar é exsudado por um orificio localizado ao centro da epiderme nectarifera e que
forma um pequeno canal entre as células do parénquima nectarifero e o meio ambiente. A
liberacdo do néctar pode ocorrer por diversos mecanismos. Nas células secretoras de Lonicera
japbnica Thunb. a liberacdo do nectar ocorre por meio da ruptura da cuticula que recobre a
epiderme nectarifera (Fahn & Rachmilevitz 1970), enquanto que Davis & Gunning (1992) e
Nepi et al. (1996) relataram a liberacdo do exsudado nectarifero através de estdomatos
modificados.

A presenca de células com alta deposicao de suberina envolvendo o tecido nectarifero
provavelmente tem como fungédo impedir o refluxo do néctar para o parénguima fundamental,
prevenindo sua passagem via apoplasto e restringindo sua passagem ao simplasto (Paiva &
Machado 2006, Melo et al. 2010), hipotese reforcada pela grande quantidade de
plasmodesmos observados nas células do parénquima nectarifero. Essas células suberizadas
também podem proporcionar protecao contra patdgenos (Taiz & Zeiger 2009).

Nas analises estruturais € notada a presenca de grandes vaclolos ocupando
consideravel volume da célula, aspecto comum encontrado em células parenquimaticas
nectariferas (Kraus et al. 2006). O fato de ndo ter sido observado substancias eletro densas
nessas organelas indicam que estas ndo armazenam substancias lipofilicas, fato confirmado
pelo resultado positivo para o teste histoquimico de PAS.

Fahn (1988) propde dois métodos possiveis de secrecdo do néctar: écrina e

granuldcrina. No primeiro, moléculas sdo transportadas por passagem direta (passiva) pela
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membrana. J& no segundo, a secrecdo é transportada ativamente dentro vesiculas até a sua
liberagdo para o exterior da célula (Fahn 1979). O fato de terem sido observadas vesiculas no
citoplasma das células do parénquima nectarifero, fundindo-se a membrana plasmatica e
liberando a secrecdo contida nelas para fora do protoplasto, sugere que mecanismo de
secrecao do néctar em M. guianensis é granuldcrino.

Algumas organelas fora bastante evidentes, como mitocondrias em grande quantidade,
fato comum em células secretoras, estando relacionado a producdo de energia para 0 processo
de biossintese (Kraus et al. 2006), leucoplastos e reticulo endoplasmatico liso que estdo
frequentemente envolvido na producdo de lipidios, porém, possivelmente, este ultimo também
esta relacionado ao transporte de néctar no meio intracelular. Heinrich (1975) afirma que esta
organela esta atuando ativamente no transporte de néectar, visto que existe uma alta atividade
de ATPase, nucleosideo difosfatase e glucose-6-fosfatase no reticulo endoplasméatico dos
nectarios de Aloe L., e geralmente ndo ha atividade destas fosfatases na membrana plasmatica.
O mesmo ¢ apontado por Fahn (1988) e Stpiczynska et al. (2005), ao afirmarem que o
predominio de reticulo liso est4 associado ao metabolismo de lipidios, bem como o transporte
de precursores do néctar, como ocorre em diversas estruturas secretoras destes compostos.

Os resultados encontrados nesse estudo permitem apontar o mecanismo de secrecao do
néctar e somados a outras caracteristicas, como a constante presenca de formigas podem
ajudar a entender a funcdo dessas estruturas em Moutabea, auxiliando também em futuros
estudos quimicos, taxondmicos e aprofundamentos ecoldgicos sobre os nectarios estipulares

de Polygalaceae e contribuir para o entendimento da filogenia do grupo.
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LEGENDA DAS FIGURAS
Figura 1: Nectérios estipulares em Moutabea guianensis: A-B. Localiza¢cdo nodal dos NEFs
(seta); C. Formigas do género Crematogaster predando um inseto maior; D. Formigas

Crematogaster proximas aos NEF nodais.

Figura 2: Nectérios estipulares em fase meristematica de Moutabea guianensis: A-B:
Microscopia eletronica de varredura; A. Localizacdo nodal do NEF; B-C B. Detalhe do
nectario, notar hifas e estdmatos na regido caulinar (setas); C. Vista geral do NEF
meristematico, notar traco foliar (seta); D. Estrutura do nectario meristematico, detalhe para
feixe procambial oriundo do traco foliar (seta) e aspecto meristeméatico das células do
parénquima nectarifero; E. Detalhe das células do apice nectarifero com orificio ja formado.

Abreviagdes: nef: nectario extrafloral; tf: traco foliar.

Figura 3: Nectarios estipulares em Moutabea guianensis: A. Localizacdo nodal dos NEFs; B-
D: Microscopia eletronica de varredura; B. NEFs em vista geral C-D. Detalhe dos nectarios,
notar hifas proximas e néctar no orificio nectarifero; E. Estrutura do nectario; detalhe da
camada de células cutinizada no inset F-G. Nectario estipular ligado ao traco foliar.
Abreviacdes: pn: parénquima nectarifero; cc: células cutinizadas; FCo: feixe colateral; fc:

feixe caulinar; tf: traco foliar.

Figura 4: Ultraestrutura dos nectarios estipulares em Moutabea guianensis: A. Célula com
grande vacuolo com contetdo floculado e citoplasma comprimido contra a membrana
plasmatica; B-D. Corpos multivesiculares e vesiculas préximas ao tonoplasto; notar fusao
entre vesiculas (C) e presenca de mitocondrias (D). E. Reticulo endoplasmatico, leucoplasto e
plasmodesmos (seta). F. Reticulo endoplasmaético e aspecto fenestrado da parede (seta).
Abreviacdes: vs: vesiculas; va: vacuolo; mi: mitocondria; re: reticulo endoplasmatico; leu:

leucoplasto.
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Figura 4:
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Tabela 1: Resultados dos testes histoquimicos realizados em Moutabea guianensis

Reagentes Parénquima Epiderme Idioblastos
nectarifero Nectarifera/ Células caulinares
diferenciadas
PAS + _ _
Dragendoff _ _ +
Cloreto férrico _ _ +
Sudan 1V + +

Nota: + presente; - ausente.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

No capitulo | foi constatada que as glandulas nodais tratam-se de estipulas
modificadas em nectérios extraflorais, denominando-as atraves deste estudo como nectarios
estipulares. A relevancia das glandulas posicionadas na altura do né é utilizada por Eriksen &
Persson (2007) para confirmar a separacdo do subgénero Pterocarya DC., dos demais
subgéneros de Monnina, e sua elevacdo a categoria de género, como Pteromonnina B.
Eriksen. O registro de nectérios extranupciais de origem estipular em Polygalaceae é um
resultado de muita relevancia para os estudos filogenéticos, pois esta familia esta atualmente
incluida em Fabales (APG 11 2003) e a auséncia de estipulas era, até entdo, um dos caracteres
distintivos entre Polygalaceae e os demais grupos da ordem.

E importante destacar que este estudo trouxe dados da origem estipular para mais de
um género, distribuidos em duas tribos. Todavia, destaca-se a importancia de que
investigacGes semelhantes continuem a ser realizadas em todos 0s géneros que possuem essas
glandulas, como também que seja feita a anatomia nodal dos grupos que ndo apresentem essa
estrutura em termos morfologicos, em especial com clados irméos, atrds de vestigios da
presenca de estipulas. Assim, poderd compreender melhor como esse carater surgiu e o
numero de vezes que nectarios estipulares foram perdidos ou adquiridos em Polygalaceae.

Ja no capitulo 11, destacam-se os inéditos dados ultraestruturais. Até essa investigacao
nada se conhecia sobre 0s mecanismos envolvidos na secrecdo do néctar, sendo visto que esta
é do tipo granuldcrina e envolve as principais organelas associadas a estruturas secretoras.

Nos dois capitulos foi constatada a presenca de formigas atraidas pelos nectarios
estipulares, evidenciando a existéncia de uma relacdo ecoldgica onde provavelmente as
formigas atuam de forma benéfica contra outros herbivoros maiores e prejudiciais a planta.

Ainda assim, ressalta-se a necessidade de novos estudos de cunho ecoldgico.
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Atualmente, pesquisadores de diversas instituicbes mundiais realizam estudos
moleculares com membros de Polygalaceae (Forest et al., 2007; Abbott, 2011). Apesar da
familia ndo apresentar um nimero grande de espécies, existe uma grande dificuldade em
analisa-la de forma geral. O estudo morfologico da familia € de grande importancia neste
momento e todo o tipo de analise que auxilie no conhecimento do grupo podera ser utilizado
na circunscrigéo e no seu reposicionamento (Aguiar-Dias, 2011).

Os resultados obtidos conseguiram responder positivamente as perguntas iniciais
propostas por essa dissertacdo e contribuirdo para um melhor entendimento sobre nectérios
estipulares e como esse carater evoluiu em Polygalaceae. Ademais poderédo ser utilizados em

outros estudos sobre essa familia.
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