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1. RESUMO

ANATOMIA E HISTOQUIMICA DO NECTARIO FLORAL DE Bauhinia monandra
KURZ. (FABACEAE)

Vinicius Alves Rodrigues', Carlos André Espolador Leitdo?

Fabaceae ¢ uma das maiores familias de eudicotiledoneas, com aproximadamente
18.000 espécies de ampla distribuigdo geografica. Dentre essas espécies se destaca a Bahuinia
monandra Kurz. uma arvore de pequeno porte e de grande interesse ornamental, que também
possui propriedades medicinais, pertencente a familia Fabaceae. Essa espécie apresenta
nectario floral, ainda desconhecido quanto a estrutura anatomica e funcional. Tendo-se em
vista a importancia dos nectarios florais na reproducao cruzada e a relevancia da espécie
supracitada para o homem, o presente trabalho teve como objetivo realizar um estudo
anatomico e histoquimico do nectario floral dessa espécie. Para tanto, amostras do nectario
em fase de secrecdo foram obtidas de individuos que crescem no campus de Vitoria da
Conquista da UESB, e processadas segundo metodologia usual em anatomia e histologia
vegetal. A solucdo secretada reagiu positivamente ao teste de deteccdo de agucar, confirmando
se tratar de néctar. O nectario possui o formato de um tubo, onde os tecidos secretores
envolvem parcialmente a por¢ao ventral do terco basal e as laterais dos dois tergos apicais do
tubo. As células do nectario coraram fortemente com Azul de Toluidina, Xylidine Ponceau e
PAS, evidenciando citoplasma denso, vacuolo relativamente menor e presenca de graos de
amido. A epiderme que reveste o tubo ¢ simples e ligeiramente papilosa, com cuticula fina e
apresentando estdmatos modificados no terco basal do tubo. O parénquima nectarifero € o
tecido mais abundante, no qual passam feixes vasculares. Os resultados obtidos confirmam
que o hipanto de B. monandra ¢ um nectario, cujo os estdmatos modificados sdo a principal
via de saida de néctar.

Palavras-chave: Arvore ornamental, estdmatos, estrutura secretora, néctar, secrecao.

1. Graduando em Engenharia Florestal, Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB,
viniciusl4cnn@gmail.com; 2. Biodlogo, Professor Titular da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, Departamento de Ciéncias Naturais—-DCN—-UESB. Vitoéria da Conquista-
BA, candreel@yahoo.com.br



2. ABSTRACT

ANATOMY AND HISTOCHEMISTRY OF FLORAL NECTARIES OF Bauhinia
monandra KURZ. (FABACEAE)

Fabaceae is one of the largest eudicotyledon family, with approximately 18,000
species widely distributed. Bauhinia monandra Kurz. is a small tree of great ornamental
interest and has medicinal properties, belonging to the Fabaceae family. This species possess
floral nectary which is still unkown under structural point of view. Having in account the
floral nectaries in interbreeding and the relevance of the aforementioned species to man, this
study aimed to investigate the anatomy and the histochemistry of the floral nectary o this
species. For this purpose, nectary samples in secretory phase were obtained from specimens
growing in UESB, Vitéria da Conquista campus, and processed according to the usual
methodology in plant anatomy. The secreted solution reacted positively to the sugar detection
test, confirming it is nectar. The nectary is tube shaped, where the secretory tissues partially
surround the ventral portion of the basal third, and the lateral of the two apical thirds of the
tube. The nectary cells strongly stained with Toluidine Blue, Ponceau Xylidine and PAS,
showing dense cytoplasm, relatively minor vacuole and starch grains. The epidermis covering
the tube is simple and slightly papillose, with thin cuticle and showing modified stomata in
the basal third of the tube. The nectary parenchyma is the most abundant tissue. where passing
vascular bundles. The results confirm that the hypanthium B. monandra is a nectary, whose

modified stomata are the main route of nectary output.

Keywords: Ornamental tree, nectar, secretion, secretory structure, stomata.
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Considerada como a terceira maior familia das Angiospermas (Freitas, 2012),
Fabaceae Lindl. (sensu APG IV, 2016) compreende cerca de 18.000 espécies distribuidas em
aproximadamente 400 géneros (Rodrigues & Vaz, 2008), no qual, se encontram registradas no
Brasil mais de 200 espécies entre arboreas, arbustivas e/ou lianas (Vaz & Tozzi, 2005).

Devido ao grande niimero e distribuicdo de suas espécies a familia Fabaceae possui
destaque econdmico no setor florestal e agricola, sendo assim intensamente cultivada devido
ao acentuado potencial na geragdo de produtos alimenticios, medicinais, madeireiras,
produtoras de fibras e 6leos, além do fato de muitas espécies possuirem flores exuberantes, de
potencial ornamental (Juchum, 2007).

Muitas espécies de Fabaceae constam como o principal elemento de diferentes
formagdes vegetais brasileiras e sdo adaptadas aos ambientes abertos e perturbados (Freitas,
2012), devido em parte, a simbiose com bactérias do género Rhizobium e Bradirhizobum,
fixadoras de nitrogénio (Lewis, 1987).

Sua distribuicdo geografica abrange quase todas as regides do mundo, sendo mais
representada nas regides tropicais e, em menor grau, nas regides temperadas (Burkart, 1979;
Judd et al. 2009). O porte varia de arbéreo a herbaceo (Barroso et al. 1991), e ocorrem em
diversos ecossistemas, de florestas imidas até desertos secos e frios (Raven & Polhill, 1981).

Incluido em Fabaceae, Bauhinia ¢ um género proposto em 1753 por Carolus Linnaeus
e abriga cerca de 300 espécies das quais 98 sdo nativas do Brasil (Lewis, 1987; Wunderlin et
al. 1987). Esta subdividido em 4 subgéneros, 22 se¢des e 30 séries, onde 6 se¢des destas tém
representantes nativos na regido neotropical: Amaria (S. Mutis) Endl., Bauhinia, Benthamia
Fortunato & Wunderlin, Caulotretus DC., Pauletia (Cav.) DC. e Schnella (Raddi) Benth.
(Castro et al., 2009).

Desse género, Bauhinia monandra Kurz. ¢ uma espécie nativa da Africa, apesar de ser
encontrada em diversos outros lugares como a India ¢ América do Sul (Badami & Daulatabad,
1969; Balogun & Fetuga., 1985). No Brasil, especificamente na Amazonia, ¢ conhecida
vulgarmente por “pata-de-vaca” devido as suas folhas bifoliadas, além de outras
denominag¢des como unha-de-vaca, casca-de-vaca, unha-de-boi, unha-de-anta ¢ morord
(Badami & Daulatabad, 1969; Balogun & Fetuga, 1985; Caribé & Campos, 1991). Trata-se de
uma arvore ou arbusto perene de crescimento rapido que comumente atinge 3,0 a 15,2 m de
altura e 0,5 m de didmetro (Connor, 2000). Suas folhas possuem formas arredondadas e

dividem-se de 1/3 a 1/2 do seu comprimento, formando dois l6bulos simétricos. As flores do
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género variam de 6,4 a 10,2 cm de didmetro com apenas um estame fértil e calice longo
dividido, os frutos sdo vagens deiscentes escuras com 2,5 cm de largura e 15,2 a 30,5 cm de

comprimento (Connor, 2000).

Pode-se destacar que, além de ser intensamente explorada como planta medicinal
(Cruz, 1982; Albuquerque et al., 2000; Menezes et al., 2007), por exemplo, como fonte da
proteina Lectina BmoLL (Haver, 2002); B. monandra ¢ comumente usada na arboriza¢do

urbana, recomposi¢do vegetal e ornamentacao (Connor, 2000).

Caspary (1848) foi o primeiro a apresentar trabalhos detalhados sobre a estrutura
anatomica dos nectarios florais e atribuiu uma defini¢do geral aos mesmos como estruturas
secretoras, que exsudam uma substincia acucarada constituida basicamente por sacarose,

glicose e frutose, denominada néctar.

Sao classificados conforme a sua posi¢do, sendo nomeados florais aqueles nectarios
presentes em pecas florais; e extraflorais aqueles situados em oOrgdos nao-reprodutivos

(Schmid, 1988).

Quando ocorrem em Orgdos vegetativos, essas estruturas estdo geralmente associadas a
protecao das plantas (Janzen, 1966; Bentley, 1983; Oliveira, 1997), atraindo animais tais
como formigas, que a defendem contra o ataque de herbivoros, fitéfagos e patdégenos (Beattie,
1985; Oliveira & Freitas 2002; Pacini et al. 2003; Fuhro, 2006). Quando produzido na flor, o
néctar ¢ uma recompensa para os polinizadores, como exemplo, abelhas meliferas utilizam na

produgdo de mel.

De acordo com Fahn (1979) os nectarios sdo estruturas produtoras de néctar, e podem
variar anatomicamente de espécie para espécie e também numa mesma planta. J& Schmid
(1988) define o nectario como estrutura glandular multicelular que ocorre no 6rgao vegetativo
ou reprodutivo e que secreta regularmente néctar, uma solucdo doce que contém

principalmente agtlicares e geralmente servindo como recompensa para os polinizadores.

Os estudos realizados em B. monandra sdo, basicamente, de enfoque farmacologico,
sobre extrativos medicinais (Achenbach, et al. 1988; Silva & Cechinel, 2002; Borges, 2005).
Apesar da importancia dessa espécie como fonte de principios ativos e na arborizagdo urbana,

ndo ha relatos sobre a anatomia de seu nectario floral.



No intuito de se conhecer uma estrutura chave na reprodu¢do sexuada da planta e
assim, oferecer elementos para o estudo da biologia reprodutiva e ecologia da espécie, o
presente trabalho teve como objetivos descrever a anatomia do nectario floral de B. monandra
e detectar, mediante testes histoquimicos, diferentes naturezas quimicas nos tecidos

nectariferos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtenc¢ao das amostras de nectarios

Flores recém-abertas de Bauhinia monandra foram removidas de arvores que crescem
no campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia-UESB de Vitoria da Conquista -
Bahia, Brasil, nas coordenadas 14°53°28”’S; 40°48°14”W, a 823 metros de altitude, em janeiro
de 2014. O material testemunha foi armazenado para ser depositado no Herbario do
Departamento de Biologia da UESB, campus de Jequié - Bahia, Brasil. As amostras de néctar
foram previamente testadas com Keto-Diabur Test® da Roche para detec¢ao de agucares. As
amostras de nectarios foram imediatamente fixadas em solucdo contendo 2,5% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 3% de sacarose, e 5 mmol/L de cloreto de calcio, em
0,2 mol/L de tampao fosfato de sodio a pH 7,2, sob 4 °C (Karnovsky, 1965). Posteriormente,
as amostras foram lavadas em agua destilada, parcialmente desidratadas e estocadas em etanol

70% (Berlyn & Miksche, 1976).

4.2. Microscopia de luz

As amostras em solucdo estoque (4lcool 70%) foram parcialmente desidratadas em
série até etanol 95% e, em seguida, embebidas em resina de glicol-metacrilato (Historesin®-
Leica). Foram obtidos cortes seriados de 3 um de espessura com um micrétomo rotativo Leitz
1212 (Ernst Leitz Optical Works, Wetzlar, Germany) usando uma navalha de aco com fio tipo
C. As secgdes foram acondicionadas em laminas histologicas e submetidas a diferentes
técnicas histoquimicas, a saber: para contraste visando caracterizagdo estrutural e obtencao de
metacromasia, utilizou-se Azul de Toluidina 0,025% em tampdo pH 4,0 Mcllvane (Vidal,
1977); para a deteccdo de polissacarideos totais, a reacdo PAS (Maia, 1979); para
demonstracao de mucilagem foi utilizado acido tanico 5% e cloreto férrico 3% (Pizzolato and
Lillie, 1973) e Azul de Alciano 1% em pH 2,5 (Pearse, 1980); para identificacdo da presenca
de proteinas totais utilizou-se Xylidine Ponceau 1% em pH 2,5 (Vidal, 1970); para fendis,
Dicromato de Potassio 10% (Gabe, 1968) e para lipideos, solugdo saturada de Sudan IV em
etanol 70% (Pearse, 1980).

As laminas temporarias foram montadas com laminula e agua destilada (Johansen,

1940).
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Para analise e documentacao fotografica, foi empregado o microscopio optico Leica
DM750 com recurso de polarizacdo e equipado com sistema de captura de imagens digitais

ICC50 HD.

4.3. Microscopia eletronica de varredura

Para uma visualizagdo da superficie do nectdrio em alta resolucdo e em grandes
ampliagdes, parte das amostras armazenadas em etanol 70% foi desidratada em série
etanol/acetona e, em seguida, submetidas a secagem em ponto critico do CO, utilizando-se
um aparelho Bal-Tec CPD030 (Balzers, Schaan, Liechtenstein). A deposi¢ao catddica de ouro
foi levada a cabo em um sputter coater Bal-Tec SCD050 (Balzers, Schaan, Liechtenstein)
(Bozzola & Russel, 1992). Para observagdo e documentagdo fotografica, foi utilizado um
microscopio eletronico de varredura Quanta 250 (FEI Company, Oregon, USA) a 10Ky,

equipado com um sistema de captura de imagens digitais.
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5. RESULTADOS

A secrecdo foi positiva ao teste Keto Diabur® da Roche, comprovando se tratar de
néctar e, consequentemente, a estrutura secretora ¢ um nectario. Este tem o formato de um
tubo constrito de cerca de 2,3 cm de comprimento, cuja abertura se localiza rodeada pela
insercao das pecas florais, se aprofundando até a metade da base do pedicelo (Fig. 1A).

Os tecidos nectariferos estdo presentes envolvendo ventralmente o ter¢co basal do tubo
(Fig. 1B) e, acropetamente, se bifurcam em “Y”, formando dois ramos que seguem nas

laterais do tubo até a abertura do mesmo, na regido de inser¢ao das pecas florais (Fig. 1C).

A epiderme que reveste o tubo ¢ simples e ligeiramente papilosa. Nas por¢des
secretoras do tubo, a epiderme ¢ nectarifera, constituida por células menores com o
citoplasma mais denso, fortemente corado com Azul de Toluidina (AT) (Fig. 1D, E) e
Xylidine Ponceau (XP) (Fig. 1F). O vacuolo ¢ relativamente menor e pode conter material
corpuscular tendendo ao formato esférico, que se cora com o AT (Fig. 1E), positivo ao PAS
(Fig. 1G) e fracamente positivo ao XP (Fig. 1F). Esses corpusculos também podem ser
encontrados na epiderme nao nectarifera que reveste o dorso do tubo (Fig. 2A). A cuticula que
reveste a epiderme nectarifera; principalmente na por¢do basal (Fig. 2B), ¢ mais fina que a
encontrada nas demais células da epiderme do tubo (Fig. 2C), nem sempre detectavel ao
Sudan IV. As paredes anticlinais e periclinal interna se caracterizam pela grande ocorréncia de
pequenos campos de pontoagdo. Esses campos também ocorrem nas paredes das células do

parénquima nectarifero (Fig, 2G).

No terco basal do nectario ocorrem estomatos modificados (Fig. 2D-F) distribuidos de
forma nao orientada (Fig. 2E). No fundo do tubo, bem como na porg¢ao proxima a abertura do
mesmo, ocorrem tricomas tectores unicelulares a pluricelulares unisseriados, ornamentados
com rugosidades em sua superficie (Fig. 2G-I). Os tricomas possuem formato conoidal, ou
seja, com o apice afilado. Tricomas semelhantes sdo também encontrados fora da regido do
nectario, na superficie da flor (Fig. 2H).

O teste PAS também evidenciou grande quantidade de graos de amido de formato
globoso nas células do parénquima nectarifero (Fig. 3A) e adjunto aos feixes vasculares,
principalmente na regido do floema (Fig. 3B). Também ocorrem na epiderme (Fig. 3A),
porém em menor quantidade, bem como parénquima fundamental adjacente ao nectario (Fig.

30).
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No parénquima nectarifero esses graos sdo observados até a oitava camada de células,
e sao mais concentrados em algumas regides, mas em maior disposi¢ao proximo a inser¢ao do
ovario (Fig. 3C).

Pode-se notar a presencga de cristais de oxalato de célcio do tipo drusa em idioblastos
distribuidos em volta dos feixes vasculares, em especial, nas adjacéncias do floema (Fig. 3D,

E).
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Figura 1. Nectario floral de Bauhinia monandra. A - Corte longitudinal da flor de Bauhinia
monandra. B - corte transversal do botdo floral evidenciando a por¢ao basal do nectario floral
(nf) adjacente a feixes vasculares (fv). C - Corte transversal panoramico do nectario com os
tecidos nectariferos (tn) envolvendo as laterais até a abertura do mesmo. D- Panorama dos
tecidos nectariferos, evidenciando epiderme (en) e parénquima nectarifero (elipse). E -
Detalhe dos tecidos nectariferos corados com Azul de Toluidina (AT), evidenciando material
corpustuclar (mc) nas células da epiderme e do parénquima nectarifero. F - Detalhe dos
tecidos nectariferos corados com Xylidine Ponceau, evidenciando material corpuscular (mc).
G - Detalhe dos tecidos nectariferos ao PAS evidenciando graos de amido (ga), material

corpuscular (mc) e campos de pontoagdo (cabegas de seta). Barras de escala em micrometros.
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Figura 2. Nectario floral de Bauhinia monandra e regides adjacentes. A - Regido do tubo fora
do nectario, evidenciando material corpuscular (mc) corado com o PAS. B - Detalhe da
porcdo basal do nectario corado com Sudan IV, onde a cuticula (ct) ¢ tdo fina que se torna
imperceptivel. C - Cuticula (ct) espessa encontrada na células da epiderme fora do nectario. D
- Estdomato modificado (em) na por¢ao basal do tubo. Coloragdo: Xylidine Ponceau. E -
Detalhe em varredura da porcao basal do tubo, evidenciando estomatos modificados (em). F -
Detalhe da por¢ao mostrada em E. G - Tricomas tectores (tt) ornamentados em sua superficie
encontrado no fundo do tubo. H - Panorama do corte longitudinal do pedicelo evidenciando a
porcdo basal do tubo (asterisco) e tricomas tectores (tt) dentro e fora do tubo. I - Detalhe da

porg¢ao basal do tubo, evidenciando tricomas tectores (tt). Barras de escala em micrometros.
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Figura 3. Nectario floral de Bauhinia monandra. A - Teste PAS evidenciando grande
quantidade de graos de amido (ga) de formato globoso nas células do parénquima nectarifero
na por¢do basal do tubo. B - Grios de amido nas células parenquimaticas (retangulo)
adjacentes ao floema dos feixes vasculares (fv), em corte longitudinal do pedicelo floral. C -
Graos de amido distribuidos em maior quantidade até a oitava camada do parénquima
nectarifero (pn), proximo a inser¢@o das pecas florais. D - Cristais de oxalato de célcio do tipo
drusa (retangulo), adjacentes a um feixe vascular (fv) em corte longitudinal do pedicelo floral.

E - Como em D, porém sob luz polarizada. Barras de escala em micrometros.
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6. DISCUSSAO

O nectario estudado de Bauhinia monandra ¢ do tipo floral, pois se localiza nas pecas
florais. Possui a forma de um tubo, tipo esse comum na familia Fabaceae (Fahn, 1952; Fahn,
1953; Paiva & Machado, 2008). Este tubo, em B. monandra, ¢ uma modificacdo do hipanto.
Nectarios em forma de tubo sdo relatados em varios grupos de plantas, € seu comprimento
estd correlacionado com o tamanho das pecas bucais (probodscides) de diversos insetos
polinizadores (Inouye, 1980; Nilsson, 1988). Para o género Bauhinia, relata-se uma grande
diversidade de polinizadores, tais como morcegos, passaros, abelhas, borboletas ¢ mariposas
(Arroyo,1981; Endress, 1994; Crespi, et al. 2008; Carol et al. 2009). Porém, no presente
estudo ndo foram encontradas informagdes sobre o polinizador de B. monandra. Todavia, a
forma de tubo constrito do nectario de B. monandra ¢ tipica de flores polinizadas por beija-

flores, mariposas e borboletas (Inouye, 1980; Nilson, 1988; Yamasaki et al., 2013).

De uma forma bem geral, nectdrios consistem em parénquima especializado que
produz ou armazena solutos (néctar), podendo ser irrigado por feixe vascular que transmite
agua e nutrientes para o parénquima nectarifero (Fahn, 2000; Pacini, et al., 2003). Este
parénquima ¢ geralmente constituido por varias camadas de células dispostas de forma
variada, sendo entdo pequenas e isodiamétricas, frequentemente com paredes finas,

citoplasma granular denso, vacuolos pequenos e nucleo relativamente grande (Nepi, 2007).

Em B. monandra verificou-se que as células do parénquima nectarifero sao
ligeiramente maiores que as epidérmicas e apresentam graos de amido conspicuos. Essas
estruturas sdo comuns no parénquima nectarifero em varias espécies. Em relatos feitos em
observagdes comparativas de nectarios antes e depois da secrecdo de néctar, constatou-se que
frequentemente os graos de amido sao hidrolisados durante a produgao de néctar (Zer & Fahn,
1992; Peng et al., 2004). A hidrélise de amido leva ao aumento da pressao osmética no
interior das células resultando no influxo de 4gua ao longo do gradiente de concentragdo de
acucar, da vascularizagdo ao parénquima nectarifero (Zych et al.,, 2012). Nesse processo, 0s
amiloplastos podem agir conjuntamente com o vacuolo (Peng et al., 2004). Muitos autores
também inferem que a hidrolise do amido no parénquima contribui diretamente para o teor de
carboidratos que compdem o néctar (Rachmilevitz & Fahn, 1973; Durkee et al., 1981; Zer &
Fahn, 1992; Nepi et al., 1996; Pacini et al., 2003; Peng et al., 2004; Pacini & Nepi, 2007;

Paiva, 2011). Entretanto, em casos excepcionais, os graos de amido podem estar ausentes em
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todas as fases de desenvolvimento e atividade do nectario, como se relata em Fritillaria

meleagris (Stpiczynska et al., 2012).

Tanto as células da epiderme como as do parénquima nectarifero possuem vactiolo
pequeno, nucleo relativamente grande e citoplasma fortemente corado com o Xylidine
Ponceau (XP), teste este para detec¢ao de proteinas. Tais caracteristicas indicam alta atividade
metabolica (Konarska, 2010) e, consequentemente, sugerem atividade de ambos os tecidos no
processo de secrecdo do néctar.

O parénquima nectarifero ¢ o tecido mais volumoso do nectario de B. monandra e,
portanto, ¢ o mais atuante no processo de elaboragcdo do néctar. Esse parénquima ¢ subtendido
por vascularizacdo constituida por xilema e floema, sem contudo emitir terminagdes
vasculares. Mesmo assim, o arranjo dos feixes vasculares em relagdo ao parénquima
nectarifero sugere que os mesmos desempenham uma importante fun¢do no fornecimento de
precursores de néctar. A contribuicdo de fotoassimilados pelo floema para a produgdo de
néctar ¢ amplamente relatada (Webster et al., 1982; Davis, ef al. 1988; Sawidis, 1991; Cawoy
et al., 2008; Chwil & Chwil, 2011), sendo observada uma correlagdo positiva entre o volume
de floema na vascularizacdo e quantidade de carboidratos no néctar (Davis et al. 1998). Esses
estudos sdao quase sempre realizados em nectarios irrigados por terminagdes vasculares,
faltando a devida atengdo para os nectarios apenas atravessados por feixes vasculares (Leitdo
etal. 2014).

Também, no ter¢o basal do nectario de B. monandra, a cuticula ¢ extremamente fina
ou invisivel ao microscopio de luz e o parénquima nectarifero subjacente tem a sua maxima
espessura. Ja a epiderme nectarifera nos dois tercos superiores ndo possui estomatos e sua
cuticula ¢ mais espessa que no terco basal, embora mais fina que na epiderme ndo nectarifera
que reveste o tubo. Existe uma relagdo direta entre a quantidade de estomatos € o volume de
néctar secretado (Langenberger & Davis, 2002). Assim, pode-se inferir que € na base do tubo
do nectéario de B. monandra que ocorre a maxima produ¢do do néctar, com a eliminagiao do
mesmo pelos estomatos e, provavelmente, também pela parede periclinal externa das células
epidérmicas, haja visto possuirem caracteristicas de células secretoras aliado a uma fina

cuticula em sua parede periclinal externa.

Os estdomatos que ocorrem na regido basal do tubo sdo, aparentemente, a principal via
de saida de néctar para a luz do tubo. Tais estruturas epidérmicas sdo frequentemente relatadas

em nectarios como sendo a via de saida do néctar produzido no parénquima nectarifero e
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langado nos espagos intercelulares (Davis, et al. 1998; Falcdo, et al. 2003; Radice & Galati,
2003; Bernadello, 2007; Chwil & Chwil, 2011). Esses estomatos sao, em geral, modificados e
frequentemente descritos como incapazes de controlarem a abertura do ostiolo (Webster et al.,
1982; Davis & Gunning, 1992, 1993; Stpiczynska et al., 2005; 2012). No nectario de B.
monandra, os estomatos sdo visivelmente modificados e muito provavelmente sdo também

incapazes de regularem sua abertura.

Quando os estdmatos estdo envolvidos na exsudagdo eles sdo modificados porque ndo
sdo capazes de regularem sua abertura para exercer tal fun¢do (Davis & Gunning, 1992,
1993), e parecem ser a forma mais comum de liberagao de néctar (Galetto & Bernardello,
2005), o que os tornam diferentes daqueles encontrados normalmente em folhas, at¢ mesmo
em resposta de estimulos variados (Teuber, et al. 1980; Davis & Gunning, 1993). As
localizagdes desses estomatos variam desde a superficie do nectdrio até as profundas
depressoes (Gaffal, et al., 1998), mas sdo perceptiveis quando envolvidos ou ndo na secre¢ao
(Gaffal et al., 1998). Quando os estdmatos ndo estdo envolvidos, as proprias células da
epiderme ou tricomas estdo ligados a esse processo, apesar dos estdmatos estarem

intimamente ligados a secrecao.

Os tricomas encontrados no fundo e na regido de abertura do nectario floral de B.
monandra sao tectores, ou seja, ndo participam na secre¢cdo do néctar. Tricomas tectores sao
também relatados nos nectarios de Solanum stramonifolium, e aparentemente sao envolvidos
na protecao dos mesmos (Falcdo et al., 2003). Ja em Prunus persica, especula-se que atenuem
a evaporacao do néctar (Radice & Galati, 2003).

Embora em B. monandra o néctar fique retido dentro de um tubo, as flores de B.
monandra se agitam sob a influéncia do vento, e dificulta a retengcdo do néctar dentro do tubo.
Assim, pode especular a agao desses tricomas no auxilio a retengdo do néctar dentro do tubo.
Outra suposicdo poderia ser sensagdes tateis ao aparelho bucal do inseto polinizador,

juntamente com as células epidérmicas de natureza papilosa revestindo internamente o tubo.
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Guide to help you format these according to the journal style.
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for this journal by clicking the link below: http://open.mendeley.com/use-citation-style/flora
When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley
plugins for Microsoft Word or LibreOffice. For more information about the Citation Style
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1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer et
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Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:

http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.
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	4.1. Obtenção das amostras de nectários
	Flores recém-abertas de Bauhinia monandra foram removidas de árvores que crescem no campus da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia-UESB de Vitória da Conquista - Bahia, Brasil, nas coordenadas 14o53’28”S; 40o48’14”W, a 823 metros de altitude, em janeiro de 2014. O material testemunha foi armazenado para ser depositado no Herbário do Departamento de Biologia da UESB, campus de Jequié - Bahia, Brasil. As amostras de néctar foram previamente testadas com Keto-Diabur Test® da Roche para detecção de açúcares. As amostras de nectários foram imediatamente fixadas em solução contendo 2,5% de glutaraldeído, 4% de paraformaldeído, 3% de sacarose, e 5 mmol/L de cloreto de cálcio, em 0,2 mol/L de tampão fosfato de sódio a pH 7,2, sob 4 ºC (Karnovsky, 1965). Posteriormente, as amostras foram lavadas em água destilada, parcialmente desidratadas e estocadas em etanol 70% (Berlyn & Miksche, 1976).
	
	4.2. Microscopia de luz
	As amostras em solução estoque (álcool 70%) foram parcialmente desidratadas em série até etanol 95% e, em seguida, embebidas em resina de glicol-metacrilato (Historesin®-Leica). Foram obtidos cortes seriados de 3 µm de espessura com um micrótomo rotativo Leitz 1212 (Ernst Leitz Optical Works, Wetzlar, Germany) usando uma navalha de aço com fio tipo C. As secções foram acondicionadas em lâminas histológicas e submetidas a diferentes técnicas histoquímicas, a saber: para contraste visando caracterização estrutural e obtenção de metacromasia, utilizou-se Azul de Toluidina 0,025% em tampão pH 4,0 McIlvane (Vidal, 1977); para a detecção de polissacarídeos totais, a reação PAS (Maia, 1979); para demonstração de mucilagem foi utilizado ácido tânico 5% e cloreto férrico 3% (Pizzolato and Lillie, 1973) e Azul de Alciano 1% em pH 2,5 (Pearse, 1980); para identificação da presença de proteínas totais utilizou-se Xylidine Ponceau 1% em pH 2,5 (Vidal, 1970); para fenóis, Dicromato de Potássio 10% (Gabe, 1968) e para lipídeos, solução saturada de Sudan IV em etanol 70% (Pearse, 1980).
	As lâminas temporárias foram montadas com lamínula e água destilada (Johansen, 1940).
	Para análise e documentação fotográfica, foi empregado o microscópio óptico Leica DM750 com recurso de polarização e equipado com sistema de captura de imagens digitais ICC50 HD.
	4.3. Microscopia eletrônica de varredura
	Para uma visualização da superfície do nectário em alta resolução e em grandes ampliações, parte das amostras armazenadas em etanol 70% foi desidratada em série etanol/acetona e, em seguida, submetidas à secagem em ponto crítico do CO2 utilizando-se um aparelho Bal-Tec CPD030 (Balzers, Schaan, Liechtenstein). A deposição catódica de ouro foi levada a cabo em um sputter coater Bal-Tec SCD050 (Balzers, Schaan, Liechtenstein) (Bozzola & Russel, 1992). Para observação e documentação fotográfica, foi utilizado um microscópio eletrônico de varredura Quanta 250 (FEI Company, Oregon, USA) a 10Kv, equipado com um sistema de captura de imagens digitais.
	5. RESULTADOS
	A secreção foi positiva ao teste Keto Diabur® da Roche, comprovando se tratar de néctar e, consequentemente, a estrutura secretora é um nectário. Este tem o formato de um tubo constrito de cerca de 2,3 cm de comprimento, cuja abertura se localiza rodeada pela inserção das peças florais, se aprofundando até a metade da base do pedicelo (Fig. 1A).
	No terço basal do nectário ocorrem estômatos modificados (Fig. 2D-F) distribuídos de forma não orientada (Fig. 2E). No fundo do tubo, bem como na porção próxima à abertura do mesmo, ocorrem tricomas tectores unicelulares a pluricelulares unisseriados, ornamentados com rugosidades em sua superfície (Fig. 2G-I). Os tricomas possuem formato conoidal, ou seja, com o ápice afilado. Tricomas semelhantes são também encontrados fora da região do nectário, na superfície da flor (Fig. 2H).
	O teste PAS também evidenciou grande quantidade de grãos de amido de formato globoso nas células do parênquima nectarífero (Fig. 3A) e adjunto aos feixes vasculares, principalmente na região do floema (Fig. 3B). Também ocorrem na epiderme (Fig. 3A), porém em menor quantidade, bem como parênquima fundamental adjacente ao nectário (Fig. 3C).
	No parênquima nectarífero esses grãos são observados até a oitava camada de células, e são mais concentrados em algumas regiões, mas em maior disposição próximo a inserção do ovário (Fig. 3C).
	Pode-se notar a presença de cristais de oxalato de cálcio do tipo drusa em idioblastos distribuídos em volta dos feixes vasculares, em especial, nas adjacências do floema (Fig. 3D, E).
	6. DISCUSSÃO
	Tanto as células da epiderme como as do parênquima nectarífero possuem vacúolo pequeno, núcleo relativamente grande e citoplasma fortemente corado com o Xylidine Ponceau (XP), teste este para detecção de proteínas. Tais características indicam alta atividade metabólica (Konarska, 2010) e, consequentemente, sugerem atividade de ambos os tecidos no processo de secreção do néctar.
	O parênquima nectarífero é o tecido mais volumoso do nectário de B. monandra e, portanto, é o mais atuante no processo de elaboração do néctar. Esse parênquima é subtendido por vascularização constituída por xilema e floema, sem contudo emitir terminações vasculares. Mesmo assim, o arranjo dos feixes vasculares em relação ao parênquima nectarífero sugere que os mesmos desempenham uma importante função no fornecimento de precursores de néctar. A contribuição de fotoassimilados pelo floema para a produção de néctar é amplamente relatada (Webster et al., 1982; Davis, et al. 1988; Sawidis, 1991; Cawoy et al., 2008; Chwil & Chwil, 2011), sendo observada uma correlação positiva entre o volume de floema na vascularização e quantidade de carboidratos no néctar (Davis et al. 1998). Esses estudos são quase sempre realizados em nectários irrigados por terminações vasculares, faltando a devida atenção para os nectários apenas atravessados por feixes vasculares (Leitão et al. 2014).
	Os tricomas encontrados no fundo e na região de abertura do nectário floral de B. monandra são tectores, ou seja, não participam na secreção do néctar. Tricomas tectores são também relatados nos nectários de Solanum stramonifolium, e aparentemente são envolvidos na proteção dos mesmos (Falcão et al., 2003). Já em Prunus persica, especula-se que atenuem a evaporação do néctar (Radice & Galati, 2003).

