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RESUMO

Nectarios extraflorais (NEFs) sdo estruturas secretoras de compostos quimicos, que
em conjunto formam o néctar. Muitas espécies da familia Fabaceae, que ocorrem
em florestas tropicais sazonalmente secas, como a Caatinga, possuem NEFs, como
€ o0 caso da Cenostigma microphyllum, objeto do presente estudo. Esses nectarios
desempenham importante papel nas interagdes planta-animal de muitas
comunidades vegetais, podendo ser fortemente influenciadas por fatores bioticos
(herbivoria) e abidticos (temperatura, luminosidade e precipitagdo), especialmente
em cenarios de mudancgas climaticas. Este trabalho traz valiosas e inéditas
contribuicdes ao estudo da morfoanatomia e histoquimica dos NEFs de C.
microphyllum ocorrente em uma area de Caatinga, e discute a influéncia de dois
periodos de precipitagdo (seco e chuvoso), sobre essas importantes estruturas. Para
tanto, foi utilizada metodologia usual em anatomia vegetal para observagbes em
microscopia optica e eletrénica de varredura. Os resultados revelaram que os NEFs
da espécie estudada sao constituidos por uma parte externa (tricoma glandular) e
outra interna (ducto), as quais mostraram sensibilidade as curtas mudangas de
precipitacdo avaliadas. Apenas nos tricomas das raques foram observadas
projecdes filiformes na regido do pescogo, sugerindo atuagdo no mecanismo de
secrecdo. O aumento do comprimento do pescogo e area do ducto nos tricomas dos
foliolos, no periodo seco, aliado a presenca de compostos de defesa e nutricio,
denotaram a manutencdo da funcionalidade minima da estrutura, mesmo em
periodos de déficit hidrico, garantindo a existéncia da rede ecoldgica da espécie. A
maior diversidade de compostos quimicos se deu no periodo mais umido,
especificamente na cabega dos tricomas de raques e foliolos, independentemente
da precipitagdo, sugerindo ser esta, a regido de disponibilidade de secre¢des. Houve
tendéncia de investimento de substancias de nutricdo no periodo seco, com excegao
da regiao do pescoco dos tricomas do foliolo. Ja no periodo mais umido, os tricomas
das raques investiram mais em compostos de defesa do que os tricomas dos
foliolos, que tiveram maior investimento em nutrigdo, indicando funcionalidade
divergente dessas estruturas. A descricdo da estrutura dos NEFs, aliada a sua
quimica, é essencial para compreender mecanismos de respostas as variagcdes de

fatores ambientais, como também entender a interferéncia dessas estruturas nas



interagbes planta-animal, em C. microphyllum. Esse estudo serve ainda de modelo

para futuras pesquisas sobre interagoes ecoldgicas na referida espécie.

Palavras-chave: Florestas Tropicais Sazonalmente Secas. Semiarido. Folha.

Estruturas Secretoras. Metabdlitos Secundarios. Defesa Anti-Herbivoria.



ABSTRACT

Extrafloral nectaries (EFNs) are structures that secrete chemical compounds, which
together form nectar. Many species of the Fabaceae such as Cenostigma
microphyllum, object of the present study, which occur in tropical seasonal dry
forests, such as Caatinga, have EFNs. These nectaries play an important role in
plant-animal interactions in many plant communities, and can be strongly influenced
by biotic (herbivory) and abiotic (temperature, light intensity and precipitation) factors,
mainly in climate change scenarios. This work brings novel and valuable
contributions to the study of the EFNs morphoanatomy and histochemistry in C.
microphyllum of the Caatinga, and discusses the influence of two precipitation
periods (dry and rainy) on these important structures. For this purpose, the usual
methods in plant anatomy were used for observations in optical and scanning
electron microscopy (SEM). The results revealed that species studied EFNs present
an external part (glandular trichome) and an internal part (duct), which showed
sensitivity to the short changes in evaluated precipitation. Only in rachis trichomes,
filiform projections were observed in the neck region, suggesting participation in the
secretion mechanism. The increase in neck length and duct area in the leaflet
trichomes in dry period, combined with the presence of defense and nutrition
compounds, denoted the maintenance of the minimum functionality of the structure,
even in periods of water deficit, securing the species ecological network. The higher
diversity of chemical compounds occurred in the rainy period, specifically in
trichomes head of rachis and leaflets, independently of precipitation, suggesting that
this is the region of secretions availability. There was a trend of investment in nutrition
substances in dry period with the exception of the neck region leaflet trichomes. In
the rainy season, the rachis trichomes invested more in defense compounds than the
leaflet trichomes, which had a higher investment in nutrition, indicating the divergent
functionality of these structures. The description of the EFNs structure, together with
their chemistry, is essential to understand mechanisms of responses to variations in
environmental factors, as well as to understand the interference of these structures in
plant-animal interactions, in C. microphyllum. This study also serves as a model for

future research on ecological interactions in that species.
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1 INTRODUGCAO

A Caatinga encontra-se inserida em um ambiente semiarido, escasso de
chuvas e se apresenta com uma vegetagdo arborea e arbustiva, onde ha uma
predominédncia de espécies caducifélias, uma grande representatividade de
cactaceas, bromeliaceas e varios endemismos (ANDRADE-LIMA, 1981). O déficit
hidrico e a irregularidade na distribuicdo de chuvas ao longo do ano, sao fatores
determinantes para que ela detenha a classificacdo de floresta seca (QUEIROZ,
2009). Possui uma area de 912.529 km? e € exclusivo do Brasil.

A Caatinga possui unidades de conservagao (UCs), dentre elas, o Parque
Nacional (PARNA) do Catimbau, localizado no estado de Pernambuco, nos
municipios de Buique, Ibimirim e Tupanatinga, que é classificado como UC de
protecao integral, diante da sua vulnerabilidade a desertificagao.

O bioma possui uma grande biodiversidade, dispondo de uma flora composta
por familias de expressiva importancia econémica e ecoldgica, tais como a
Fabaceae, Bromeliaceae, Caesalpiniaceae, Cactaceae, entre outras. A familia
Fabaceae é de grande representatividade, possuindo 320 espécies distribuidas em
86 géneros, constituindo um tergo da riqueza do bioma. Ja no Parque Nacional do
Catimbau, a familia possui 109 espécies, sendo a mais representativa e com maior
diversidade.

Diante da vulnerabilidade da Caatinga a desertificacdo, impulsionada pela
escassez hidrica e pelas mudangas climaticas, cujas previsdes apontam para uma
elevacdo de 4,5°C na temperatura do bioma, bem como uma diminuicdo da
precipitacdo em até 50%, até o ano de 2100 (PBMC, 2013), a biodiversidade pode
sofrer perdas incalculaveis de grupos taxonémicos e funcionais (PONCE-REYES et
al., 2013; GARCIA-VALDES et al., 2015). Por ser considerada a segunda floresta
seca do planeta, rica em espécies lenhosas (DRYFLOR, 2016), a Caatinga se
mostra como um grande laboratério para varios estudiosos, que procuram entender
e projetar cenarios futuros sobre a interferéncia das mudangas climaticas em sua
diversidade biologica (PARMESAN; YOHE, 2003a; ROOT et al., 2003; FRANKS et
al., 2014).

Por ter grande importancia econémica e ecoldgica, além de constituir cerca
de um terco da riqueza do bioma, a familia Fabaceae desperta o interesse de
pesquisadores, especialmente no que diz respeito a sua conservagao, visto que tem

grande utilizagdo na alimentacdo humana e animal. A espécie Cenostigma
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microphyllum, representante da referida familia e objeto deste estudo, detém uma
das principais importancias ecolégicas, como a capacidade de se fixar em areas
degradadas da Caatinga, podendo ser utilizada em projetos de recuperagao dessas
areas, evitando o processo de desertificagcdo (SFAIR et al., 2018). Ademais, a
espécie atua em comunidades vegetais, através de um importante processo
ecoldgico de interacdo planta-animal, utilizando estruturas secretoras chamadas de
nectarios extraflorais (NEFs), comumente encontrados em diversas espécies da
familia Fabaceae (MELO et al., 2010).

Estudos tém revelado que o aumento das médias de temperaturas e o
estresse hidrico podem provocar mudangas na produg¢ao e na secre¢cao do néctar
extrafloral (MURCIA, 1995), podendo assim, interferir na relagdo mutualista com
artrépodes, especialmente formigas, que se alimentam do néctar ofertado e em
contrapartida oferecem protecdo a planta contra o ataque de herbivoros (KOST,
2005; GUIMARAES JR, 2006; SAVAGE et al., 2009; VILHENA-POTIGUARA, 2012).
Essa relagcao é de grande importancia ecolégica, pois o comportamento da formiga
evita que a planta seja predada, favorecendo assim, a conservagao de uma das
familias mais representativas da Caatinga.

O néctar extrafloral possui em sua composicao diversas substancias, as quais
sao secretadas pelos NEFs e podem ser caracterizadas como compostos de
nutricdo e de defesa. Lipidios, amido, agucares redutores, carboidratos, vitaminas,
proteinas, sdo exemplos de substancias de energia e/ou reserva por possuirem
grande valor nutricional. Ja os fendis, taninos, alcaldides, entre outros, possuem
agentes antioxidantes e toxinas que atuam na defesa da planta contra a herbivoria
(BAKER; BAKER,1983,1990; FAHN, 2000; NICOLSON; THORNBURG, 2007;
ROSHCHINA; ROSHCHINA, 1993; STEFANO et al, 2001). O volume e a
quantidade de substancias que compdem o néctar, podem sofrer interferéncia de
fatores ambientais como, por exemplo, a precipitacdo (DELGADO, 2011).
ALBERGARIA (2020) menciona o aumento de taxas de fendis em plantas sob déficit
hidrico, cujos taninos desempenham fungdo de defesa contra dessecacédo e
herbivoria. Agucares, que s&o alguns dos principais componentes do néctar
“alimentar”, além de lipidios, aminoacidos e outras substéncias de nutricao,
geralmente, podem ter sua quantidade reduzida em periodos mais secos devido a
reducido de visitantes nesse periodo, representando assim uma economia dos
custos de energia por parte da planta (GHARIBI, 2015; ALBERGARIA, 2020;
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CAMARA et al., 2021). Segundo Delgado (2011), as secrecdes provenientes de
NEFs apresentam respostas variadas em plantas do Cerrado de acordo com a agao
de fatores como herbivoria e queimadas, como também a ontogenia.

Estudos como esse, sdo de fundamental importancia para a compreensao da
influéncia de fatores bioticos (herbivoria) e abibticos (precipitagédo, temperatura, etc.)
nas estruturas secretoras de espécies como C. microphyllum da Caatinga, a fim de
contribuir com uma melhor percepcao da interferéncia desses fatores sobre a
funcionalidade dessas estruturas e nas relagbes ecologicas da espécie em
perspectivas cada vez mais proximas de mudancas climaticas.

O presente trabalho traz uma analise intraespecifica nos NEFs de C.
microphyllum sob influéncia da precipitacdo em dois periodos com um curto
intervalo de tempo, em uma area de Caatinga, buscando testar as seguintes
hipoteses: (/) Episodios de seca promovem reducéo da densidade e das dimensdes
dos NEFs, bem como da diversidade de compostos quimicos secretados por eles,
favorecendo a economia de custos de energia pela planta; (i) Episédios de chuva
promovem o0 aumento da diversidade de substincias de defesa anti-herbivoria
devido a maior presencga de herbivoros. Para tanto, foram realizadas trés analises
distintas: (/) descricdo morfoanatdmica geral, para caracterizagao da estrutura dos
NEFs e suas possiveis modificagdes; (/i) histoquimica para identificacdo dos
compostos quimicos influenciados pelos dois periodos avaliados; (iii) associagao da
precipitacdo com os parametros morfométricos analisados nos NEFs, através de
analises estatisticas. Esse estudo foi desenvolvido no final da estagdao seca e em
meados da estagcdo chuvosa, compreendendo um periodo total de seis meses,
devido ao monitoramento prévio realizado pelo LAVeg (Laboratério de Anatomia
Vegetal da UFPE) com a espécie (semicaducifdlia), cujas folnas eram produzidas em
curtos intervalos de tempo. Ademais, durante o periodo de observacdo de
aproximadamente um ano, a planta nunca esteve sem folhas, levando a acreditar
em uma alta plasticidade de suas estruturas, inclusive dos NEFs. Diante disso, esta
pesquisa € parte de uma proposta maior, que visa identificar o periodo minimo
necessario para que fatores abidticos como a precipitagdo e a temperatura sejam

capazes de gerar modificagdes/ajustes em sua estrutura morfoanatémica e quimica.
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1.1. OBJETIVOS
1.1.1. Objetivo Geral

Descrever a morfoanatomia e a histoquimica dos nectarios extraflorais (NEFs)
de Cenostigma microphyllum através de um estudo comparativo dessa estrutura em

um periodo seco e outro chuvoso no PARNA Catimbau.
1.1.2. Objetivos Especificos

e Descrever a estrutura morfoanatdémica geral dos NEFs em raques e foliolos
de Cenostigma microphyllum usando essa analise como ponto de partida
para avaliagdo de possiveis variagdes nessas estruturas;

e Comparar a estrutura morfoanatdbmica dos NEFs de raques e foliolos de
Cenostigma microphyllum nos periodos de seca e de chuva;

e Realizar analises morfométricas e histoquimicas nos NEFs de raques e
foliolos buscando entender a distribuicdo das substancias quimicas de defesa
e nutricido em ambos os periodos;

e Analisar possiveis diferengas significativas que corroborem a influéncia da

precipitacdo sobre os parametros avaliados nos NEFs.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 CAATINGA

O Bioma Caatinga encontra-se inserido em uma regiao semiarida, onde o
clima e a escassez hidrica ressaltam uma vegetagao raquitica e resiliente, que ainda
floresce em solos rochosos e pouco profundos. Abrange os estados do nordeste e
parte de Minas Gerais, contemplando uma &area de 912.529 km? de grande
relevancia ecossistémica, pelo fato de ser exclusivo do Brasil (SILVA et al., 2017).
Cientificamente, a Caatinga € um dos biomas mais ameacados, diante da
inadequada utilizacdo de seus recursos naturais, corroborada pela baixa
expressividade de unidades de conservagao de protegao integral e de unidades de
conservagao de uso sustentavel em seu territério, com percentuais de 1,13% e
6,32%, respectivamente (FONSECA et al., 2017).

A Caatinga apresenta caracteristicas especificas dentro da classificacdo de
florestas tropicais secas, devido as particularidades presentes em seu clima, solo e
vegetacdo. Grande parte do bioma, possui clima semiarido, onde a média elevada
das temperaturas varia de 25° a 30°C e baixos indices pluviométricos ocorrem no
intervalo de 400 a 1200 mm anuais em areas de planicie. Ja em regides de planalto,
as temperaturas médias podem se mostrar mais amenas e a precipitagcado atingir
indices de 1800 mm por ano (TABARELLI et al., 2018). Nas areas mais altas, ao
amanhecer, a presenga do orvalho € mais abundante, favorecendo a umidade do
solo na estagao seca e consequentemente, a manutengao da vegetacéo. As chuvas
na Caatinga ocorrem ao longo de trés meses consecutivos, mesmo havendo
variacao anual frequente, na estacdo seca (NIMER,1972). Esta, geralmente decorre
em periodos de 7 a 11 meses, com sua maior intensidade na regido central do bioma
(PRADO, 2003).

Dentre os solos que compdem a Caatinga, estdo os argilosos e 0s ricos em
minerais (latossolos), presentes em camadas mais profundas e dispondo de boa
porosidade e abundéncia de nutrientes. Ja os solos mais arenosos, 0s quais
apresentam-se mais pobres, rasos e acidos, possibilitam uma maior evaporagao da
agua pelo calor, fazendo com que o processo de salinizagdo intensifique a
desertificacédo, que ja acomete o bioma (ALVES et al., 2009).

A Caatinga apresenta uma vegetacdo bastante diversificada, com espécies
endémicas, além de exemplares providos de mecanismos de adaptagéo, tais como

espinhos e cuticulas espessas, que garantem sua sobrevivéncia no ambito do
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semiarido. A paisagem geralmente é formada por arvores de pequeno porte e
arbustos, que na estagcdo seca perdem as folhas (caducifélias) e também por
cactaceas, além de poucas espécies que em época de estiagem, permanecem com
suas folhas preservadas (perenifélias). A composi¢cdo do estrato vegetacional é
desenhado por espécies arboéreas, que atingem uma altura de 8 a 12 metros,
espécies arbustivas com elevagdao de 2 a 5 metros e espécies herbaceas com
menos de 2 metros (ALVES et al., 2009). Durante a maior parte do ano (estagao
seca), a caatinga fica em estado de dorméncia, visto que € no curto periodo de
chuvas que as folhas e flores sdo produzidas (RIZZINI et al., 1988).

Vale ressaltar que devido a interferéncias antrépicas, a paisagem da Caatinga
vem se modificando e estudos revelam uma estimativa de que cerca de 50% da
cobertura vegetal ja tenha sido suprimida (TABARELLI et al., 2018), além da questao
climatica apresentar um cenario ndo muito promissor, diante das previsbes que
apontam uma elevacdao de 4,5°C na temperatura do bioma, bem como uma
diminuicdo da precipitagdo em até 50% até o ano de 2100 (PBMC, 2013). Apesar
das previsdes, a sua flora € muito variada, com numerosas espécies, algumas raras,
outras ameacadas, denotando a importancia deste bioma na paisagem brasileira.
Cerca de 3.150 espécies de plantas vasculares foram registradas no bioma (SILVA
et al., 2017) e um total de 380 espécies, catalogadas como endémicas (ALVES et al.,
2009). Possivelmente, esses registros ainda sejam maiores, uma vez que a
Caatinga nao foi investigada em sua totalidade. Diante da grandeza de sua
biodiversidade, o bioma dispde em sua flora, de familias de importancia econdmica e
ecologica, dentre as quais, estdo a Fabaceae, Cactaceae, Bromeliaceae,
Caesalpiniaceae, Apocynaceae, Euphorbiaceae, Convolvulaceae, Mimosaceae,
entre outras.

Com o intuito de preservar toda a sua biodiversidade e seus recursos
ambientais, o bioma Caatinga possui 234 unidades de conservagao - UC, sendo 70
Unidades de Protecdo Integral e 164 de Uso Sustentavel, correspondendo a uma
area aproximada de 77.000 km?. O estado de Pernambuco atualmente possui 22
unidades de conservagdo com uma area total de 2.989,76 km? (CNUC, 2023).
Dentre essas UCs, esta o Parque Nacional do Catimbau, localizado entre o agreste
e o sertdo pernambucano, nos municipios de Buique, Ibimirim e Tupanatinga, e que
abrange uma area de aproximadamente 623 km? (Figura 1). Foi criado em 13 de

dezembro de 2002, sendo classificado como Unidade de Protegédo Integral, de
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prioridade alta de conservagao, devido a sua vulnerabilidade a desertificagao
(LEUZINGER et al., 2020). O PARNA do Catimbau reune uma grande diversidade de
flora e fauna, além de chapaddes, canions e cavernas, onde é possivel encontrar
painéis de pinturas rupestres feitas ha milhares de anos. Quanto a flora do Parque,
no que diz respeito a plantas com sementes, ha um registro de 85 familias
distribuidas em 366 géneros e 613 espécies, sendo que o mais alto percentual de
familias, encontra-se no clado das eudicotiledéneas (78,9%). A familia mais
representativa e de maior diversidade é a Fabaceae com 109 espécies, seguida por
Poaceae, Euphorbiaceae, Asteraceae, Convolvulaceae, Malvaceae, Myrtaceae,
Apocynaceae, Malpighiaceae e Cyperaceae, que juntas totalizam quase 60% das
espécies do Parque (ATHIE-SOUZA et al., 2019).

Figura 1. Mapa de localizagdo do Parque Nacional do Catimbau.
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Fonte: Freire et al., 2018.

2.2 FAMILIA FABACEAE
A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae, é considerada
cosmopolita com grande diversidade e abundancia de exemplares, distribuidos em

florestas tropicais umidas, florestas temperadas até florestas secas e savanas.
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Apresenta-se como grandes arvores, pequenas herbaceas, arbustos, trepadeiras,
cipds lenhosos e detém o titulo de terceira maior familia de angiospermas, em
namero de espécies, perdendo apenas para Asteraceae e Orchidaceae. Possui
cerca de 23.000 espécies, agrupadas em 800 géneros, que se distribuem em seis
subfamilias: Caesalpinioideae DC., Cercidoideae LPWG., Duparquetioideae LPWG.,
Detarioideae Burmeist., Dialioideae LPWG. e Papilionoideae DC. (LPWG, 2017). No
Brasil, a familia é representada por 2.807 espécies, distribuidas em 222 géneros,
sendo 15 endémicos, presentes em quase todos os biomas (AMORIM et al., 2016).
Na Caatinga, a familia Fabaceae constitui cerca de um ter¢o da riqueza do bioma,
com o registro de 320 espécies agrupadas em 86 géneros (QUEIROZ, 2009).

A familia possui grande importdncia econdmica, sendo utilizada na
alimentacdo humana e como forragem para animais, adubo, como planta
ornamental, construcdo de mobiliario, producdo de medicamentos, tintas, pesticidas,
entre outros (SOUZA; LORENZI, 2008). A maioria das espécies de Fabaceae
também faz associagdo com bactérias Rhizobium do solo, possibilitando a fixagcao
de nitrogénio do ar, agregando assim uma caracteristica de importancia ecologica a
familia no que concerne ao melhoramento do solo que encontra-se desprovido de
nutrientes (LPWG, 2017).

As caracteristicas gerais da familia Fabaceae (Figura 2A-T) incluem folhas
alternas compostas ou recompostas, estipulas, peciolo com presenca de pulvino em
sua base, nectarios extraflorais, inflorescéncia tipo racemo, flores bissexuais,
diclamideas, calice pentamero, estames em duplicidade ao numero de pétalas ou
numerosos, ovario supero, unicarpelar e fruto do tipo legume. Os principais géneros
com seus respectivos numeros de espécies sao: Astragalus (2.000), Acacia (1.000),
Indigofera (700), Crotalaria (600), Mimosa (500), Desmodium (400), Tephrosia (400),
Trifolium (300), Chamaecrista (260), Senna (250), Inga (250), Bauhinia (250),
Adesmia (230), Dalbergia (200), Lupinus (200), Rhynchosia (200), Pithecellobium
(170), Dalea (150), Lathyrus (150), Calliandra (150), Aeschynomene (150), Vicia
(140), Albizia (130), Swartzia (130), Lonchocarpus (130), Caesalpinia (120), Lotus
(100), Millettia (100) e Erythrina (100) (JUDD, 2009).
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Figura 2. Aspectos gerais da familia Fabaceae

Fonte: Escobar et al., 2014.

2.3 O GENERO Cenostigma Tul. (antigo Caesalpinia L.)

A subfamilia Caesalpinioideae € a segunda maior em numero de espécies e
possui um grupo com distribuigdo pantropical, com cerca de 205 espécies, chamado
Caesalpinia L. (GAGNON et al., 2016). Este grupo tem um histérico consideravel de
estudos filogenéticos, visto que frequentemente apresenta conflitos em sua
classificagdo. A reclassificagdo mais recente do grupo Caesalpinia, foi realizada por
Gagnon et al. em 2016, onde propuseram a divisao do grupo em 26 géneros,
provocando a exclusdo do género Poincianella Britton & Rose, cujas espécies foram
distribuidas entre os géneros Erythrostemon Klotzsch e Cenostigma Tul.,

considerados mais semelhantes morfologicamente (SILVA, 2021).
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Cenostigma possui cerca de 20 taxa distribuidos em 14 espécies (GAGNON
et al., 2016), com representatividade na regido neotropical, que vai desde o México
até o centro-oeste do Brasil. Sua ocupacdo se da principalmente em Florestas
Tropicais Sazonalmente Secas, bem como em areas de savana e Florestas
Tropicais (GAGNON et al., 2016, 2019). No Brasil, o género é representado por dez
espécies presentes na Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Floresta Amazébnica e
Pantanal. Trés espécies sado endémicas da Caatinga, sendo conhecidas
popularmente por “catingueiras” (FLORA DO BRASIL, 2023). As principais
caracteristicas do género sdo: legume lenhoso com uma margem conspicua e
grossa, cavidades secretoras internas na lamina das pinulas e inflorescéncia e
presenca de indumento estrelado nos caules, folhas e/ou inflorescéncia (GAGNON
et al., 2016).

Dentre as espécies do género Cenostigma, pode-se citar a Cenostigma
microphyllum (Mart ex. G. Don) E. Gagnon & G. P. Lewis, nativa e endémica da
Caatinga, conhecida popularmente como catingueira-de-folha-miuda, sendo
encontrada principalmente em regides de solo arenoso. Espécie arbustiva, podendo
atingir cerca de 5 metros de altura (Figura 3A-D), suas folhas sdo pequenas e
bipinadas com presenca de nectarios extraflorais na parte abaxial, possuindo
inflorescéncias racemosas de cor amarela com manchas avermelhadas, que servem
como guia para os polinizadores (NEMA, 2023).

A sua importancia econdmica se faz presente na utilizacdo de madeiras para
construgbes e também para combustivel, além do uso medicinal de cascas e flores
para o tratamento de problemas intestinais (QUEIROZ, 2009). Ecologicamente, sua
importancia consiste na capacidade de se fixar em areas degradadas da Caatinga,
podendo ser utilizada em projetos de recuperagdo dessas areas, evitando o
processo de desertificacdo (SFAIR et al., 2018). E também considerada uma espécie
enfermeira, contribuindo para que outras plantas possam crescer e sobreviver
abaixo de sua copa (PATERNO et al.,, 2016). Quando as sementes da C.
microphyllum s&o inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares (FMA), elas
ficam mais tolerantes aos periodos de estiagem (PEREIRA et al.,, 2019). Outra
importancia ecoldgica é a relagdo mutualista das formigas com a planta (DATTILO et
al., 2015) através dos seus nectarios extraflorais, localizados na parte abaxial das
folhas, onde as formigas se alimentam dos agucares e em contrapartida protegem a

planta da acao da herbivoria..
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Diante da evidéncia do aquecimento global, do agravamento da escassez
hidrica e da necessidade em preservar o bioma Caatinga, tdo castigado pelo clima
semiarido e pela influéncia antropica, com grande tendéncia a desertificacao,
percebe-se quao relevante é essa espécie no processo de restauracao
ecossistémica, servindo como objeto de estudo a fim de colaborar com o aumento

de informacbes e pesquisas relacionadas a mesma.

Figura 3. Aspectos gerais de Cenostigma microphyllum (Fabaceae). A. Habito. B. Morfologia foliar. C.

Morfologia do fruto. D. Morfologia floral.

Fonte: Andrade, 2023.

2.4 NECTARIOS

Segundo Caspary (1848), os nectarios podem ser classificados como floral e
extrafloral, de acordo com seu posicionamento na planta. Classifica-se como floral, o
nectario que estiver localizado em qualquer parte da flor e como extrafloral, o que
estiver em alguma estrutura nao-floral.

Os nectarios florais sao estruturas nectariferas simples que pertencem a um
organismo vegetal, podendo ocorrer em todas as partes da flor para secretar o
néctar e participar do processo de polinizagdo (BERNADELLO, 2007). Geralmente o

néctar se apresenta como uma solugcdo aquosa, sendo utilizado como fonte de
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energia pelos animais, por ser um composto rico em agucares dos tipos sacarose,
glicose e frutose (CORBET, 2003). Possivelmente, o volume e composi¢ao quimica
do néctar se correlacionam com a necessidade energética do agente polinizador,
ocorrendo indices mais elevados em flores polinizadas por animais maiores,
enquanto que ha uma reducdo em flores polinizadas por animais menores
(CRUDEN et al., 1983).

Nectarios extraflorais (NEFs) sao estruturas que produzem néctar
externamente as flores, com localizagdo em diversas partes de alguns grupos de
plantas (ESAU, 1974; CUTTER, 1987), exibindo diferentes cores e formas (Figura
4A-0) (BENTLEY, 1977; MELO et al., 2010). Os NEFs podem ser vascularizados e
nao-vascularizados e nao participam do processo de polinizacdo (KOPTUR, 1992;
DIAS-CASTELAZO et al., 2005). Mais de 110 familias de angiospermas distribuidas
em 876 géneros e com cerca de 4.017 espécies, possuem nectarios extraflorais.
Fabaceae possui 920 espécies agrupadas em 122 géneros, com maior diversidade
desses nectarios, no entanto, quanto a sua anatomia, os estudos ainda sao
escassos (WEBER et al., 2015).

E no periodo chuvoso que as plantas comecam a produzir novos tecidos
vegetais, além de ramos, folhas e/ou inflorescéncias (HEIL; MCKEY, 2003). Nesse
momento, os tecidos jovens de folhas, encontram-se com uma menor tenacidade e
dureza, devido a presenca de uma maior quantidade de agua e nutrientes (COLEY;
BATEMAN; KURSAR, 2006), favorecendo assim, o ataque de herbivoros (MARQUIS
et al., 2001). Logo, é esperado que as plantas com NEFs se associem as formigas
através do aumento do néctar secretado, cuja atividade secretora e a variagdo no
tamanho e morfologia, possam servir de atrativo para elas em troca de defesa da
planta (APPLE; FEENER, 2001; BAKER-MEIO; MARQUIS, 2012;
DIAZ-CASTELAZO et al., 2005).

Estudos revelam que diversos artropodes predadores sao atraidos pelo
néctar produzido pelos NEFs e a formiga é um deles (KOST, 2005; GUIMARAES JR,
2006; SAVAGE et al., 2009; VILHENA-POTIGUARA, 2012) , que o utiliza para
forrageamento, mas em contrapartida protege a planta da agao de herbivoros (VAL,
2004; BRONSTEIN et al, 2006; INGROUILLE et al., 2006; 1ZZO et al., 2011). Além
das formigas, vespas (CUATLE; RICO GREY, 2003; OLSON et al., 2005) e aranhas
(WHITNEY, 2004; NAHAS et al., 2012; PAINTING et al., 2017) também defendem a

planta do ataque de herbivoros. Essa protecdo consiste em atacar e/ou remover
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larvas jovens e ovos do herbivoro (STEPHENSON, 1982; BARTON, 1986;
MATHEWS et al.,, 2011) através do seu habito territorialista, estimulado pela
presenca de outro inseto que esta proximo ao seu local de forrageamento
(BENTLEY, 1977).

O néctar tem em sua composigao, substancias mais comuns, tais como a
sacarose, glicose e frutose (FAHN, 1979), que tornam o néctar extrafloral similar ao
floral (KOPTUR, 1992). Além dos agucares mencionados acima, o néctar secretado
também dispde de outras substancias em sua composicdo, como lipidios, fendis,
mucilagens, proteinas, aminoacidos, alcaloides, vitaminas, antioxidantes, entre
outras, proporcionando assim uma grande oferta de alimentos de valor nutricional,
como também de substdncias de defesa aos visitantes de diferentes taxons
(BAKER; BAKER,1983, 1990; FAHN, 2000; NICOLSON; THORNBURG, 2007;
ROSHCHINA; ROSHCHINA, 1993; STEFANO et al., 2001).

Dentre os compostos secretados pelos nectarios, o amido funciona como
fonte de suprimento de nutrientes, especialmente quando a planta atravessa
periodos de estresse (CUTLER et al., 2008). Ja os compostos fendlicos como o
tanino, age como toxinas reduzindo o crescimento e a sobrevivéncia de diversos
herbivoros, sendo liberado pelas plantas quando ela se sente ameacada. Os
alcaldides também possuem elevada toxicidade, provocando drasticas
consequéncias fisioldgicas nos herbivoros (OLIVEIRA, 2011). Segundo Machado
(1999), as substancias lipidicas sado fontes de energia e/ou reserva, pois possuem
grande valor nutricional, podendo atrair ou repelir os visitantes (RODRIGUEZ et al.,
1984). Ja as mucilagens sao de fundamental importancia para a secre¢cao do néctar,
uma vez que fazem a regulagcdo da economia de agua pela planta (ROCHA et al.,
2010).
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Figura 4. Diversidade de localizagdes de nectarios extraflorais (NEFs) em Fabaceae. Estrelas e
pontos azuis indicam locais representativos, incluindo exemplos da variagdo na posi¢cdo de NEFs em
orgaos individuais que os carregam. A. Raizes e brotos. B. Lobo da estipula. C. Ldmina da estipula
(superficie abaxial). D. Entre as estipulas (intraestipular). E. Peciolo (em posi¢des variaveis da base
ao apice). F. Peciolo e mucro. G,H. Variavelmente entre pares de foliolos e pinas. G. Apenas entre o
primeiro par. H. Entre alguns ou todos os pares (em folhas bipinadas: NEFs em algumas raques das
pinas, geralmente NEFs nas pontas das pinas). |. Estipulas. J, K. Lamina foliar (superficie abaxial). L.
Margem foliar. M-O. Inflorescéncias. M. Peciolo da bractea, lado dorsal da bractea e lado dorsal da
sépala. N. Zonas de abscisédo de bracteas. O. Zonas de abscisdo dos pedicelos (por exemplo, botdes

abortivos ou flores que caem).

Fonte: Marazzi et al., 2019.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 AREA DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O estudo foi desenvolvido no Parque Nacional do Catimbau em Buique-PE,
que se caracteriza por apresentar clima semiarido e vegetacdo de Caatinga. O
parque € subdividido em 20 parcelas (RITO et al., 2016) com diferentes
caracteristicas fisionbmicas e de precipitacdo estabelecidas pelo Programa de
Pesquisa Ecologica de Longa Duragcao-PELD (https://www.peldcatimbau.org/).

Foram realizadas expedicbes a campo no inicio de dezembro de 2022 (final
da estagdo seca) e final de fevereiro de 2023 (meados da estagdo chuvosa),
correspondendo aos periodos seco (144,0 mm) e chuvoso (244,4 mm),
respectivamente, para coleta de folhas de individuos de Cenostigma microphyllum
(Fabaceae). Os dados de precipitagdao foram obtidos do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA, 2022, 2023).

Foram coletadas trés folhas inteiras e completamente expandidas (a partir do
5° no), de trés individuos distintos e adultos em cada um dos periodos (seco e
chuvoso), em um n total de 18 amostras que foram destinadas as analises
morfoanatdmicas e histoquimicas sendo, para tanto, previamente fixadas em FAA 50
(formaldeido, acido acético e alcool etilico) por 48 horas e em seguida preservada
em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).

Material fértil foi coletado como testemunho, sendo depositado no Herbario
UFP Geraldo Mariz da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE sob os

respectivos numeros de registro: n° 89.695 e 89.696.

3.2 PREPARO DE LAMINAS PARA ANALISES EM MICROSCOPIO OPTICO

A partir do material fixado e armazenado em etanol 70%, foram realizados
cortes transversais a mao com auxilio de giletes em foliolos e raques, os quais foram
clarificados com hipoclorito de sddio (agua sanitaria), lavados em agua destilada,
submetidos a &acido acético 2% e corados com safranina e azul de Alcian
(BUKATSCH, 1972, modificado). Esses cortes foram montados em laminas
semi-permanentes com glicerina 50% (PURVIS et al., 1964).

Esse processo foi utilizado para analise geral dos nectarios de raques e
foliolos, incluindo avaliagdo de morfotipo e estrutura bem como fotografias para
medigdes de parametros como: comprimento e largura do pescogo dos tricomas

glandulares (um), area da cabega do tricoma e do ducto (um?).
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3.3 DISSOCIACAO E CLARIFICACAO EPIDERMICA E ANALISE EM
MICROSCOPIO OPTICO

Nesse processo, amostras de raques e foliolos foram colocados em agua
sanitaria 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997) por 36 horas, até a completa clarificacdo
dos referidos 6rgéos.

Apds esse periodo o material foi lavado em agua destilada, para a completa
remogao da agua sanitaria, sendo as amostras coradas com safranina, montadas
em l&minas semi-permanentes com glicerina 50% (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Esta técnica foi utilizada para analises e medi¢cdes da densidade dos nectarios

(n° de células/area) na superficie de foliolos e raques.

3.4 HISTOQUIMICA E ANALISE EM MICROSCOPIO OPTICO
Este processo consistiu na obtengdo de cortes a mé&o (com laminas de

barbear) os quais foram submetidos aos reagentes mencionados na tabela 1.

Tabela 1. Reagentes utilizados para realizacéo dos testes histoquimicos e o respectivo

grupo metabolico que sdo capazes de identificar.

Grupos Reacao Relagao
1 Reagentes A planta-animal Referéncia
metabdlicos positiva =
(Fungao)
Lipidios Vermelho . Sass
(Intracelulares) Sudan lil alaranjado Nutrigao (1951)
Carboidrato Lugol Azul escuro, Nutricio Johansen
(Amido) 9 marrom ¢ (1940)
Verde intenso,
. - vermelho ~ Johansen
Fenois Cloreto férrico alaranjado, Protecao (1940)
azul intenso
Reagente de Laranja a Furre
Alcaloides W% ner castanho Protecao Malberg
9 avermelhado (1981)
Mace e
Fendis . i Vermelho a ~ Howell
: Vanilina cloridrica Protegao (1974) e
(taninos) castanho
Gardner

(1975)
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Acucares

redutores Fenilhidrazina Cristais Nutrico Patt et al.

(glicose e amarelos (1998)
frutose)

Fonte: Andrade, 2023.

Apds a aplicagdo dos reagentes nos trés individuos coletados nas estacdes
seca e chuvosa, foi utilizada a escala descrita na tabela 2, cuja identificacdo da
presenca/auséncia e intensidade dos compostos quimicos foi transformada em uma
matriz numérica, representada posteriormente em graficos no software Excel.
Diagramas esquematicos da ocorréncia das substancias nas diferentes regides dos
tricomas e ductos foram confeccionados com o auxilio do Canva, para melhor

compreensao dos resultados.

Tabela 2. Escala utilizada para constru¢do da matriz numérica e dos graficos das analises
histoquimicas.

Quantidade de graos Presengae Simbologia Conversao
ou células corados’ auséncia (Intensidade) numérica (matriz)
Nenhum Ausente - 0
1-5 Presente + 1
6-10 Presente ++ 2
Acima de 11 Presente +++ 3

'Contagem realizada nas laminas histoldgicas para os trés individuos estudados.
Fonte: Andrade, 2023.

3.5 ANALISES EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
Amostras de foliolos e raques dos individuos coletados foram transferidas
para placas de petri e colocadas em estufa a 60°C, por aproximadamente, 24h para
secagem. Em seguida, as amostras foram montadas em suportes metalicos (stubs)
cobertos com fita dupla-face e com auxilio de pingas. As analises foram conduzidas

em microscopio eletrobnico de varredura HITACHI 4000Plus a baixo vacuo. Esse
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procedimento foi utilizado para detalhamento dos nectarios encontrados nas raques

e foliolos.

3.6 ANALISE DE LAMINAS E DOS DADOS

As observagdes do material e o registro fotografico foram feitos em
microscopio optico Leica DM750 com camera acoplada ICCS50 e Zeiss.

Foram utilizadas 10 medidas para cada um dos trés individuos totalizando um
n igual a 30 medidas para cada um dos parametros avaliados (i.e. densidade dos
nectarios, comprimento e largura do pescogo, area da cabega e do ducto). Os
valores de cada caracteristica durante o primeiro e o segundo periodos de coleta
foram comparados a partir de testes de médias, teste-t ou Wilcoxon, a depender da
normalidade, usando o software PAST v. 3.20 (HAMMER et al, 2001). A
normalidade foi verificada a priori a partir do teste de Shapiro Wilk. O valor de p<0,05

foi usado como nivel de significancia.
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4 RESULTADOS
4.1 MORFOANATOMIA, LOCALIZACAO E VISITANTES DOS NEFs FOLIARES

A estrutura anatébmica dos nectarios extraflorais (NEFs) de Cenostigma
microphyllum compreende tricomas glandulares capitados que constitui a sua parte
externa, além de uma porgao interna formada por ductos secretores adjacentes a
base desses tricomas, como mostra a figura 5 que representa a descrigao
morfoanatédmica feita a partir dos cortes transversais corados com safranina e azul
de Alcian e as figuras 6 da dissociagcao epidérmica e 7 que sao vistas frontais feitas
com microscopio eletrénico de varredura - MEV (Figuras 5-7).

Quanto a localizacao no foliolo, os NEFs foram encontrados na face abaxial,
bem como distribuidos ao longo das raques, conforme observados tanto nas laminas
de cortes transversais como nas vistas frontais preparadas a partir de dissociacao
epidérmica e da microscopia eletrénica de varredura (Figuras 5-7). Em contrapartida,
os ductos apresentaram diferentes localizacbes no foliolo em relacdo aos
parénquimas palicadico e lacunoso, podendo estar inseridos apenas em um deles
ou em ambos, como mostram os cortes transversais (Figura 5B-D).

Os tricomas glandulares de foliolos e raques, apresentaram-se divididos em
cabeca, pescoco e base, enquanto que apenas na raque foram observadas
projecdes celulares filiformes no pescog¢o, de acordo com os cortes transversais
(Figuras 5A, E-F). Células em divisao celular foram visualizadas na base dos
tricomas glandulares (Figura 5A). Os ductos, por sua vez, sao formados por uma
camada de bainha, uma de epitélio e um amplo lUmen, onde ocorre a deposi¢ao de
compostos quimicos (Figura 5A-D). Adjacentes ao ducto, estdo 1-2 feixes vasculares
colaterais (Figura 5A-D). Vale lembrar que apenas a cabega do tricoma glandular é a

regido que disponibiliza a secreg¢ao para os visitantes.

Figura 5. A-D. Cortes transversais da lamina foliar (foliolos) de Cenostigma microphyllum. A. Aspecto
geral do nectario destacando o ducto (Dc, parte interna) formado pelo epitélio (Ep) e lume o tricoma
glandular (Tg, parte externa) composto pela base (Ba), pescoco (Pc) e cabega (Cb). Notar feixe
vascular (Fv) adjacente ao ducto (Dc). B. Ducto (Dc) ocupando a porgdo mediana do foliolo e estando
imerso nos parénquimas paligadico (Pp) e lacunoso (PI). Notar feixe vascular (Fv) adjacente ao ducto
(Dc). C. Ducto (Dc) ocupando a por¢cao mediana do foliolo e imerso no parénquima lacunoso (PI).
Notar feixe vascular (Fv) adjacente ao ducto (Dc). D. Ducto (Dc) ocorrendo na borda do foliolo
estando imerso em ambos os parénquimas (Pp e PI). E-F. Cortes transversais da raque de C.

microphyllum. E. Nectarios sob a forma de tricoma glandular (Tg). F. Nectario sob a forma de tricoma
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glandular (Tg) apresentando projecdo celular filiforme (Pr) partindo da regido do pescogo (Pc).

Ab-Face abaxial do foliolo, Ad-Face adaxial do foliolo, Lu-Lume, Tt-Tricoma tector.

Fonte: Andrade, 2023.
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Figura 6. A-F. Dissociagao dos foliolos de Cenostigma microphyllum. A-C. Superficie adaxial do foliolo
dos individuos 1 (Ind1), 2 (Ind2) e 3 (Ind3) analisados no estudo. D-F. Superficie abaxial dos foliolos
dos individuos 1 (Ind1), 2 (Ind2) e 3 (Ind3) analisados no estudo. G-l. Dissociagao das raques de
Cenostigma microphyllum. Aba-Epiderme abaxial, Ada-Epiderme adaxial, Individuo 1 (Ind1), Individuo

2 (Ind2), Individuo 3 (Ind3), Es-Estdmato, Tg-Tricoma glandular, Tr-Tricoma tector.

Ind1 Ind3

%

ADA

ABA

RAQUE

Fonte: Andrade, 2023.
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Figura 7. A-l. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos foliolos (A-F) e raque (G-l) de
Cenostigma microphyllum. A-C. Superficie adaxial do foliolo dos individuos 1 (Ind1), 2 (Ind2) e 3
(Ind3) analisados no estudo. D-F. Superficie abaxial dos foliolos dos individuos 1 (Ind1), 2 (Ind2) e 3
(Ind3) analisados no estudo. G-H. Superficie das raques dos individuos 1 (Ind1), 2 (Ind2) e 3 (Ind3).
Aba-Epiderme abaxial, Ada-Epiderme adaxial, Individuo 1 (Ind1), Individuo 2 (Ind2), Individuo 3

(Ind3), Es-Estdmato, Pr-Projecdes filiformes, Tg- Tricoma glandular, Tt-Tricoma tector.

Ind1 Ind2 Ind3

THATCO 10k <2ED BSE M S b | EHEMG0D 100 i3 So RS il TRIGA0 10Ky 2B BSE M

Fonte: Andrade, 2023.

Observacbes feitas nos individuos estudados durante 24h mostraram a
ocorréncia de visitantes de alguns grupos de artropodes (e.g. formigas, baratas,
besouros), como mostra a figura 8. Foi percebida uma preferéncia de algumas
formigas pelos foliolos e raques, enquanto que os besouros apresentaram uma

maior preferéncias pelas raques.
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Figura 8. A-F. Artropodes visitantes (setas) observados nos nectarios extraflorais (NEFs) de

Cenostigma microphyllum.

Fonte: Andrade, 2023.

4.2 HISTOQUIMICA

A histoquimica dos nectarios extraflorais (NEFs) de Cenostigma
microphyllum, foi realizada nos tricomas glandulares de foliolos e raques e apenas
nos ductos do foliolo, uma vez que na raque eles ndo se mostraram frequentes para

obtencdo de um n minimo necessario para realizar analises estatisticas.
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Com relacdo a analise histoquimica, foi verificado que tanto tricomas
glandulares (das raques e foliolos) como ductos (dos foliolos) dos diferentes
individuos analisados apresentaram secregbes contendo compostos quimicos
(Figura 9) como: lipidios (nutricdo), fendis totais (defesa) e taninos (defesa),
carboidratos (nutricdo), alcaléides (defesa) e agucares redutores - glicose e frutose
(nutricdo). Vale ressaltar que as regides avaliadas nessas estruturas foram a cabecga,
0 pescogo, a base e as projecgdes filiformes do pescogo nos tricomas glandulares

bem como o limen dos ductos secretores.

Figura 9. A-l. Testes histoquimicos em raques e foliolos de Cenostigma microphyllum. A-B. Lipidios
detectados com Sudam lll. C. Amido (seta) detectado com Lugol. D-E. Compostos fendlicos (seta)
detectados com Cloreto férrico. Notar presenga intensa de compostos fendlicos no pescogo e na base
dos nectarios (tricomas) no canto superior direito. F-G. Detecg¢édo de taninos com Vanilina cloridrica.
H. Deteccao de alcaloides com o Reagente de Wagner. |. Deteccao de agucares com Fenilhidrazina.

Setas — Detalhes das reagdes positivas para os diferentes compostos quimicos.

100pm

100pm F

Fonte: Andrade, 2023.
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Foram observadas variacdes na intensidade dos compostos quimicos nas
diferentes regides nos periodos avaliados, bem como entre os individuos estudados,
conforme apresentado nas figuras 10 e 11.

No que se refere a localizacdo dos compostos quimicos, foi possivel perceber
que a cabega dos tricomas glandulares tanto na raque como no foliolo foi a que
apresentou maior diversidade de compostos em ambos os periodos avaliados. No
periodo chuvoso os compostos quimicos também foram evidenciados na base,
pescoco e ductos (Figuras 10 e 11).

Comparando os trés individuos avaliados foi possivel perceber no foliolo, no
periodo seco que o lumen dos ductos do individuo 1 apresentou compostos
quimicos de defesa como taninos e alcaldides, enquanto que nos individuos 2 e 3
além dos referidos compostos houve presenga de um dos compostos de nutricdo
(lipidios). Na base dos tricomas glandulares, foram verificados apenas substancia de
nutricdo (agucares) no individuo 1 e de defesa (taninos) no individuo 3, enquanto
que no 2 nao houve registro das substancias quimicas avaliadas. No pescog¢o do
tricoma do individuo 1 ocorrem tanto substancias de defesa (alcaldides) como de
nutricdo (agucares). Ja nos individuos 2 e 3 foram detectados apenas substéancias
de defesa (alcaldides). Na regido da cabeca dos trés individuos, foram encontradas
todas as substancias quimicas testadas, exceto tanino no individuo 1. Nos tricomas
da raque, a regiao da base apresentou apenas substancia de nutrigdo (agucares) no
individuo 3, nos demais ndo foram encontrados compostos quimicos. Ja no pescogo
do individuo 1 ocorreram acgucares e alcaldides e nos individuos 2 e 3 apenas
agucares. E por fim a cabegca de todos os individuos apresentou as mesmas
substancias observadas na cabeca do tricoma do foliolo, na mesma ordem (Figuras
10 e 12).

Com relacao ao periodo chuvoso, os ductos do foliolo dos individuos 1 e 2,
mostraram todas as substancias, exceto lipidios no individuo 1. Ja o individuo 3,
apenas taninos, alcaldides e agucares, estavam presentes. Na base dos tricomas do
foliolo do individuo 1, lipidios e taninos foram os compostos encontrados. Na mesma
regido no individuo 2 e 3 ocorrem carboidratos e agucares, além de taninos e
alcaldides no individuo 2 e fendis no 3. No pescocgo, todas as substancias ocorrem
nos individuos avaliados, exceto fendis no 2. Ja na regiao da cabeca, carboidratos
acontecem em todos os individuos, fendis e alcaldides nos individuos 1 e 2, lipidios

no 1 e no 3, enquanto que o tanino foi registrado apenas no individuo 2 e agucares
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no 3. A base dos tricomas da raque dos individuos 1 e 2 apresentou fendis,
carboidratos, alcaldides, agucares e taninos, sendo este ultimo presente apenas no
2. Ja no individuo 3 foram registrados apenas fendis e acucares. A analise do
pescoc¢o, mostrou a presenca de todos os compostos em todos os individuos. No
entanto, a cabecga dos individuos 1 e 2 apresentam as mesmas substancias. Ja o
individuo 3 compartilha a presenga de fendis, carboidratos e alcaldides, acrescido de

lipidios e agucares (Figuras 11 e 13).

Figura 10. Resultado do teste histoquimico realizado nos individuos de Cenostigma microphyllum no

periodo seco. I1-Individuo 1, 12-Individuo 2, 13-Individuo 3, TG-Tricoma glandular.
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o |
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& Pescoco I3
E Pescogo [2 ' B - - ' ' i : |
Pescoco [1 ' D |
Cabeca 13 | [ [
Cabeca |2 I — [ [
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0% 10% 20% 30% 40% 30% 60% 70% 80% 90% 100%

® Lipidios ® Carboidrato (Amido)
m Fenois 1 Alcaléides
H Fendis (Taninos) m Acucares redutores (glicose e frutose)

Fonte: Andrade, 2023.
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Figura 11. Resultado do teste histoquimico realizado nos individuos de Cenostigma microphyllum no

periodo chuvoso. I1-Individuo 1, 12-Individuo 2, 13-Individuo 3, TG-Tricoma glandular.
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Fonte: Andrade, 2023.
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Figura 12. Esquema representativo da ocorréncia dos compostos quimicos nos tricomas glandulares

e ductos da raque e foliolo de Cenostigma microphyllum na seca (1a coleta).

1a COLETA - SECA

INDIVIDUO 1

FOLiOLO

INDIVIDUO 2
FOLIOLO
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INDIVIDUO 3

FOLiOLO

 Agucares
Alcaldides
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" Fendis

+ Taninos

A Lipidios

Fonte: Andrade, 2023.

Figura 13. Esquema representativo da ocorréncia dos compostos quimicos nos tricomas glandulares

e ductos da raque e foliolo de Cenostigma microphyllum no periodo chuvoso (2a coleta).

2a COLETA - CHUVA

INDIVIDUO 1
FOLIOLO
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Fonte: Andrade, 2023.
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Em sintese, no periodo seco ocorreu uma reducdo da diversidade de
compostos quimicos, embora tenha sido observado o aumento de agucares
redutores e alcaldides (Figura 10). Ja no periodo chuvoso, estavam presentes uma
maior diversidade de substancias (Figura 11). Nessa mesma estagao, os tricomas de
raques e foliolos mostraram estratégias diferentes, onde os da raque investiram em
defesa e os do foliolo em nutricdo. Além disso, na estacdo seca os tricomas
glandulares tenderam a apresentar substancias de nutricdo nos referidos érgaos
(Figura 14).

Figura 14. Percentual de compostos de defesa e nutricdo presentes nos tricomas glandulares de

Cenostigma microphyllum nos dois periodos de precipitagcao avaliados.
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Fonte: Andrade, 2023.

Diante da estrutura e do mapeamento dos compostos quimicos observados
nos tricomas glandulares de raques e foliolos bem como nos ductos dos foliolos, foi
possivel inferir que o possivel fluxo dessas substancias ocorre conforme mostra a

Figura 15.
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Figura 15. Fluxo dos compostos quimicos no interior dos ductos e tricomas glandulares de raques e

foliolos de Cenostigma microphyllum.

FOLioLO RAQUE

TRICOMA
= VIETANTE
%‘ PROJECOES
-65 — " FILIFORMES

Fonte: Andrade, 2023.

43 ASSOCIACAO DA PRECIPITACAO COM 0OS PARAMETROS
MORFOMETRICOS ANALISADOS NOS NEFs

Dentre os parametros avaliados estatisticamente foi possivel observar
diferengas significativas (p<0,05) apenas para o comprimento do pescogo do tricoma
glandular e a area do ducto nos foliolos, quando realizadas comparagdes entre
individuos nos periodos avaliados, respectivamente. Essas estruturas eram maiores
no periodo de seca (APENDICES A-C, Tabela 3).

Quando comparadas as raques e os foliolos dos individuos entre os
respectivos periodos analisados foram verificadas diferengas significativas (p<0,05)
entre todos os parametros conforme mostra o APENDICES A-C e a tabela 4. Nessa
analise, os tricomas glandulares da raque apresentaram maiores medidas tanto na

seca como na chuva.
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Tabela 3. Resultado das analises estatisticas entre todos os parametros avaliados nos dois periodos

de precipitagdo. P1-1a coleta, seca; P2-2a coleta, chuva.

Varidveis T-Valor ou P-Valor Média-P1 Média-P2
Z-Valor*

Foliolo

Comprimento do pescogo 2.04* 0.04 64.70 57.48

Largura do pescogo 0.91* 0.37 54.28 50.92

Area da cabeca 1.87 0.07 57233 5066.3

Area do ducto 5.15 0.001 6823.9 3914.8

Densidade dos nectarios -1.30 0.20 4.13 4.8

Rague

Comprimento do pescogo 1.05 0.30 115.19 109.01

Largura do pescogo -1.04 0.30 69.04 69.62

Area da cabeca 0.22 0.82 8261.3 7590.4

*Teste de Wilcoxon. Valores destacados em negrito = significativos (p=0.05).

Fonte: Andrade, 2023.

Tabela 4. Resultado das analises estatisticas entre os pardmetros dos tricomas glandulares nas

raques e foliolos, avaliados nos dois periodos de precipitagdo. P1-1a coleta, seca; P2-2a coleta,

chuva.
Varidveis T-Valor P-Valor Média-Foliolo-P1 Média-Raque-P1
Comprimento do pescoco -8.94 0.001 64.70 115.19
Largura do pescoco -5.87 0.001 54.28 68.61
Area da cabeca -6.01 0.001 5723.3 8256.7
T-Valor P-Valor Média-Foliolo-P2 Média-Raque-P2
Comprimento do pescoco -9.47 0.001 57.48 108.01
Largura do pescoco -6.40 0.001 53.25 72.65
Area da cabeca -4.52 0.001 5066.3 8096.1

Valores destacados em negrito = significativos (p<0.05).

Fonte: Andrade, 2023.
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5 DISCUSSAO
5.1 MORFOANATOMIA, LOCALIZACAO E VISITANTES DOS NEFs FOLIARES

Nectarios extraflorais (NEFs) mediando mutualismo entre formiga-planta sao
comumente descritas em Fabaceae sendo registrados em diferentes &rgéos
vegetais como folhas, peciolos e inflorescéncia (GONZALES; MARAZZ| et al., 2018;
MARAZZI et al., 2019). De acordo com as analises realizadas no presente estudo,
foi descrito pela primeira vez os nectarios extraflorais (NEFs) de Cenostigma
microphyllum os quais ocorrem nos foliolos e nas raques e apresentam diferengas
estruturais que podem estar relacionadas com o tipo de secrecdo e sua respectiva
funcdo: protecao e/ou nutricdo de visitantes, uma vez que identificamos diferentes
artrépodes forrageando as folhas (raque e foliolo). Foram observados alguns tipos
de artropodes, principalmente as formigas, como descrito em varios outros estudos
com nectarios extraflorais na familia Fabaceae, dada a forte relagdo ecoldgica
(mutualismo) formiga-planta estabelecida evolutivamente entre esses dois grupos de
organismos (ZIMMERMAN, 1932; ELIAS, 1983; GONZALES; MARAZZI, 2018).

Os tricomas dos foliolos se assemelharam, em parte, aos descritos por Melo
et al. (2010) para Caesalpinia bracteosa. No citado estudo, os autores avaliaram 35
espécies de Fabaceae da Caatinga, cujos NEFs de C. bracteosa encontram-se
representados por um tricoma glandular associado com uma cavidade secretora. No
nosso estudo, os tricomas glandulares dos foliolos estavam associados a ductos
secretores, 0s quais eram constituidos por uma bainha externa, um epitélio interno
secretor, além de um amplo lumen onde os compostos quimicos ficam
armazenados.

Tricomas nectariferos podem ocorrer em diferentes espécies de diversos
ecossistemas e s&o descritos como substitutivos, ou seja, se desenvolveram
evolutivamente por transformagcdo de um 6rgdo ou a partir de meristemas
vegetativos ou reprodutivos, em substituicdo a outras estruturas para secretar
substancias, principalmente, o néctar (VOGEL, 1997, BORGES et al.,, 2017). A
presenca dessas estruturas contribuem com um importante papel ecolégico nas
redes de interacdo planta-animal, comumente relatadas na familia Fabaceae
(WEBER et al.,, 2015). Além disso, a presenga de NEFs contendo ou formado
exclusivamente por tricomas glandulares, ajudam na liberacdo de muitas

substéncias da parte interna a externa, sejam elas de defesa para herbivoros,
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nutricdo para visitantes ou mesmo aquelas que podem causar auto intoxicacédo e
outras que podem ajudar na protecdo contra fitopatégenos (SIMPLICIO et al., 2022).

A presenca de cavidades associadas ao tricoma glandular foi relatada em
outras espécies de Fabaceae (MELO et al., 2010), no entanto, a relagao funcional
existente entre essas duas estruturas ainda ndo foi elucidada. Além disso, a
vascularizagcdo por xilema e floema (feixes vasculares) em NEFs parece
indispensavel para a producdo de agucares cuja principal fonte € o floema bem
como para a manutengao das taxas de secrecdo (FAHN, 2000; RUDGERS, 2004).
No presente trabalho, evidenciamos presenca expressiva de compostos quimicos
depositados no lumen dos ductos, que, aliados a feixes vasculares colaterais
(contendo floema e xilema) adjacentes a estes, permitiram inferir o possivel fluxo de
substancias quimicas entre ductos e tricomas glandulares, bem como entre os
tricomas e sua disponibilizagdo para o meio. Essa caracteristica pode indicar o
funcionamento conjunto dessas duas estruturas nesses nectarios complexos e seu
papel ecologico nas relagdes inseto-planta. No entanto, outros estudos sao
necessarios para elucidagao da maneira como essas secrecgdes sao liberadas para a
superficie.

Na raque, por sua vez, os tricomas apresentaram uma estrutura um pouco
mais complexa, em que esses sao constituidos por uma cabega, uma base e um
longo pescoco de onde partem inumeras projecdes filiformes. Essas projecgdes,
apresentaram compostos quimicos no interior de suas células sugerindo uma
importante atuacdo no mecanismo de secrecdo de exsudatos para nutricao de
visitantes e mecanismos anti-herbivoria. Os tricomas da raque também apareciam,
algumas vezes, associados a ductos secretores, embora em menor frequéncia.
Esses tricomas se assemelharam a outros descritos, por exemplo, em Lavandula
pedunculata (Lamiaceae), cuja autora (JORGE, 2012) o descreve como tricoma
misto por combinar caracteristicas de tricoma glandular com tector, aliando possiveis
fungdes nutritivas e protetivas, conforme observado também em nosso estudo.
Marazzi et al. (2019), avaliando aspectos filogenéticos, morfologicos e evolutivos de
nectarios extraflorais de espécies de Leguminosae, verificou a presenca de
estruturas semelhantes aquelas aqui descritas em inflorescéncia de Bauhinia, as
quais ele denomina de NEFs tricomaticos ou tricomas glandulares com tricomas

agregados que forma uma unidade secretora, muitas vezes vista a olho nu os quais
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sdo muito comuns em representantes de Caesalpinioideae, subfamilia a que

pertence a espécie C. microphyllum aqui estudada.

5.2 HISTOQUIMICA

Dentre as principais substancias quimicas encontradas no néctar estdo
carboidratos, como sacarose e frutose, além de aminoacidos, lipidios, fendis,
alcaléides e compostos organicos volateis (BAKER; BAKER, 1983,1990; FAHN,
2000; NICOLSON; THORNBURG, 2007; ROSHCHINA; ROSHCHINA, 1993;
STEFANO et al., 2001), que prestam diversos papéis nas interagdes planta-inseto
como nutricdo dos visitantes e servigos anti-herbivoria, mecanismos de distracao
dos orgaos reprodutivos como a flor para garantir a polinizagao e fecundacao. Na
nossa pesquisa, as analises histoquimicas mostraram que a secrecao produzida
pelos NEFs de C. microphyllum é constituida, essencialmente, por compostos
quimicos de defesa (mecanismos anti-herbivoria) como alcaléides, fendis e taninos,
aléem de outras relacionadas a nutricdo como amido, agucares e lipidios
(consideramos aqui os lipidios produzidos e armazenados dentro da célula).

Metabdlitos secundarios sdo compostos quimicos essenciais para a
sobrevivéncia das plantas no ambiente podendo atuar na defesa de herbivoros
como alcaldides, terpenos compostos fendlicos e flavonoides, ao passo que
substancias como amido, lipidios (intracelular) e acucares, sao substancias
relacionadas ao mecanismo de alimentagdo e/ou nutricdo de visitantes (HOWE;
JANDER, 2008). Dentre os compostos de defesa, os compostos fendlicos totais
assim como os taninos séo os mais comumente relatados em estudos que envolvem
defesas e NEFs, dada a sua ampla distribuicdo e diversidade de respostas
principalmente, por sua facilidade de extracdo e analises diversas (ARAUJO et al.,
2015). Eles sao ainda relacionados com repostas a limitagao de recursos hidricos e,
consequentemente, com a sobrevivéncia ao ambiente, sendo registrado aumento de
seus teores em periodos de déficit (SCHIMIDT et al., 2005). No nosso estudo, a
precipitacdo interferiu negativamente na produgdo de compostos quimicos em C.
microphyllum, uma vez que foi notada uma redugdo na diversidade de substancias
na seca, porém houve aumento da frequéncia e predominio de agucares redutores e
alcaldides, os quais, certamente, estdo envolvidos com a manutencao das redes

ecologicas da espécie mesmo no periodo de seca.
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De maneira geral, a maior diversidade de compostos quimicos foi encontrada
na cabega dos tricomas glandulares de raques e foliolos em ambos os periodos
avaliados. Esses dados sugerem que essa regiao € a principal envolvida com o fluxo
de substéncias quimicas nos NEFs de C. microphyllum, bem como com os
mecanismos de liberagcdo de secrecdes para o exterior da planta e disponibilizacao
para os diversos visitantes. Estudos envolvendo analises histoquimicas de diferentes
partes dos tricomas glandulares relacionadas a precipitacdo sao escassos. De
acordo com alguns autores, as secre¢des costumam sofrer redu¢gdo em seu volume,
embora os teores de algumas substancias possam ser variaveis com a precipitagao,
sendo maiores para taninos, fendis totais e alcalbides, e menores para agucares, em
periodos mais secos, podendo afetar as interagdes planta-animal da espécie, sendo
interpretada como uma estratégia de economia de custos (GHARIBI, 2015;
ALBERGARIA, 2020; CAMARA et al., 2021). Muitas variaveis podem estar
envolvidas nas variagdes morfoquimicas dos nectarios, de modo que, estudos
envolvendo respostas a herbivoria, temperatura e ontogenia de folhas de C.
microphyllum, podem auxiliar na elucidacdo de questdes relacionadas a quimica,

volume e concentragao do néctar na espécie.

53 ASSOCIACAO DA PRECIPITACAO COM O0S PARAMETROS
MORFOMETRICOS ANALISADOS NOS NEFs

Diferengcas nos morfotipos, tamanho e localizagdo dos nectarios extraflorais
(NEFs) no corpo da planta, sdo comumente relatadas (MELO et al., 2010; MARAZZI
et al.,, 2019). Essas variacbes tém importantes implicagdes nas interagdes
planta-animal, uma vez que podem afetar a producédo do néctar e nos mecanismos
anti-herbivoria.

As variagbes estruturais em quaisquer caracteristicas das plantas, incluindo
NEFs, podem conferir uma adaptagédo ou uma plasticidade, em que um gendétipo tem
a capacidade de produzir diferentes fenoétipos em respostas a fatores ambientais,
como agua (precipitagédo), luminosidade e temperatura (VALLADARES et al., 2006).
Embora escassos, estudos que tratam da influéncia de fatores abidticos como
precipitacdo sobre a estrutura dos nectéarios extraflorais em algumas espécies de
plantas de Caatinga, demonstraram que os NEFs, em geral, apresentam reducéao
em seu tamanho e quantidade em periodos de seca severa (déficit hidrico) ou

mesmo sob reduc¢do da precipitagdo (MARQUIS et al., 2001). No entanto, Delgado
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(2011), em um estudo com defesas anti-herbivoria em espécies do Cerrado,
submetidas a fatores como queimadas, temperatura e sazonalidade pluviométrica,
verificou que os nectarios extraflorais investem mais em crescimento do que em
defesa no periodo seco, corroborando parcialmente com nosso estudo cujos
parametros como comprimento do pescog¢o do tricoma glandular (por¢éo alongada
relacionada ao transporte de compostos quimicos) e area do ducto (local de
producao e armazenamento de compostos quimicos) associado a este nos foliolos
apresentaram aumento no periodo de seca. Esses resultados podem explicar ainda
o0 aumento do armazenamento de substancias de nutricdo e defesa detectadas
nessas regidoes, que podem contribuir para garantir a manutencdo da interacao
planta-animal ativa durante o periodo de estiagem (DELGADO, 2011). Além disso,
as substancias de defesa encontradas no pescogo dos tricomas dos foliolos, podem
sugerir a protegdo de uma maior incidéncia solar que ocorre nesse periodo.
Associado a isto, cita-se a fenologia da espécie estudada (semicaducifdlia) cuja
permanéncia das folhas ocorre quase todo o tempo, fazendo com que a planta
necessite investir na produgcdo de compostos de protecédo contra herbivoros e outros
para a nutricdo conferindo atragdo dos visitantes que a protegem, mesmo no periodo
de seca.

A comparacgao dos parametros dos tricomas glandulares de raques e foliolos
entre os periodos analisados, mostrou que os tricomas das raques sdo muito
maiores que os do foliolo, independente da precipitacdo. A ocorréncia de NEFs em
diferentes 6rgaos da planta é relatado em outros estudos, apresentando diversidade
de morfotipos e ocorréncia diversificada (ELIAS, 1983; MELO et al., 2010; MARAZZI
et al., 2019). No entanto, ndo ha relato sobre estudos comparando essas estruturas
nos diferentes 6rgdos em resposta a precipitacdo. Assim, para C. microphyllum, a
ocorréncia dos tipos de tricomas glandulares aqui relatados para raque e foliolos,
pode indicar diferenca na funcionalidade desses tricomas, podendo os da raque
estarem associados a defesa e os dos foliolos a nutrigdo, conforme corroborado pela
analise histoquimica. Pois, os tricomas do foliolo, apresentam um menor
comprimento, o que facilitaria o forrageio por insetos visitantes como observado em
campo. Ao contrario, nos tricomas da raque (especialmente os sem projecoes
filiformes), cuja extensdo do pescoco € bem maior, esse comprimento pode dificultar
a translocacao de substancia da base da estrutura até a sua cabeca, dada a agao da

gravidade, além de ndo terem sido encontradas perfuragbes na base ou no pescogo



52

desses tricomas, que caracterizassem extracdo de secregdes por essas regides,
sugerindo que a cabega é o unico local de disponibilizagdo do recurso para os
visitantes. Quanto aos tricomas com projegoes filiformes vistos apenas na raque, os
quais sao descritos na literatura especializada como unidades secretoras ou mesmo
NEFs tricomaticos (JORGE, 2012; MARAZZI et al., 2019), a analise histoquimica e a
localizacdo dos compostos, permitiu inferir que as secregcdes podem ser
disponibilizadas pela cabega da estrutura, bem como pelas projec¢des filiformes, que
seriam facilitadoras no processo. No entanto, um estudo comparativo entre essas
duas estruturas € indispensavel para uma melhor compreensao desses mecanismos
de secregao e estabelecimento de seu papel nessa importante interagao ecoldgica

de C. microphyllum.
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6 CONCLUSOES

Esse estudo traz relevantes e inéditas contribuicdes acerca da diversidade
morfoldgica e da influéncia de curtos periodos de variagdes de precipitagao sobre os
tragcos funcionais (parametros) de NEFs de C. microphyllum levantando
possibilidades para a compreensao de sua funcionalidade bem como dos impactos
para as interagdes planta-animal da espécie e de sua sobrevivéncia.

Além disso, os resultados aqui obtidos mostram ainda que as hipdteses
levantadas foram parcialmente corroboradas, uma vez que foi verificada influéncia
da precipitagdo em alguns parametros morfométricos bem como na histoquimica dos
NEFs, sendo esta ultima fortemente influenciada pelas curtas variacbes de
precipitagcdo com maior investimento de compostos de defesa no periodo chuvoso
em tricomas glandulares da raque.

Logo, esses dados revelam a sensibilidade dos NEFs de C. microphyllum,
diante de pequenas variagdes de precipitagdo, mostrando que em cenarios de
mudangas climaticas, cada vez mais atuais, alteragcdes nessas estruturas podem
afetar a rede ecologica na qual a espécie esta envolvida. Assim, esse estudo serve
de modelo para novas pesquisas envolvendo NEFs bem como interacbes

planta-animal na espécie.
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APENDICE A - TABELA DE MEDIDAS COM OS PARAMETROS AVALIADOS
NOS NEFs DE RAQUES E FOLIOLOS DE CENOSTIGMA MICROPHYLLUM NA

SECA (1a COLETA).
Cenostigma microphyllum
Foliclo Raque
Densidade ) . Densidade )

Qtde dos Comprimento |Largurado| Areada | Areado dos Comprimento | Largura do| Areada
nectarios do pescogo pescogo | cabega ducto nectirios | do pescogo | pescoco cabega

(N*/mm?) (um) (um) (Hm?) (pm?) | (N/mm?) (um) (um) (pm?)

N° | mm? N° | mm?

1 3 77.70 52,52 476224 | 3466,56 6 126,16 60,25 4955,13

2 3 71,68 56,27 761298 | 1124.26 ] 153,41 71,30 8927.75

- 3 1 77,24 51,72 395596 | 5026,76 3 142,03 60,68 8461,24
o 4 2 65,75 61,66 7766,68 | 497704 5 158,18 71,42 10597,07
‘-E 5 3 68,19 57.17 7843,00 | 4888,91 4 166,34 93,95 11551,25
=2 6 2 56,15 54,08 5041,63 | 6806,36 3 90,30 61,69 807441
E 7 3 70.42 44.90 §726.25 | 3219.52 3 109,08 79,37 9308,91
8 3 75.49 53.06 558562 | 235612 ] 71,53 60.19 6475.62

9 2 68,97 54.68 7357.29 | 6316,91 4 150,29 64,63 9701.,75

10 4 93,28 60,87 7652,88 | 2505,52 5 139,38 62,77 7715,56
1 2 76,76 54,54 6337,31 | 543744 3 83,39 72,83 10380,70
2 3 49,58 51,13 4456,93 | 5071,78 | 4 63,63 79,74 10561,57

3 3 70,51 48,99 405299 | 684148 | 2 79,37 61,32 7107,04

o 4 4 66,78 43,23 3087,01 | 5821,21 4 84,92 53,49 6399,76
S 5 3 72,27 50.08 4539.16 | 1026132 | 5 136,87 85,65 1147967
-E 6 2 66,93 51.26 6375.24 | 478622 | 8 103,89 79,58 11138.40
‘-E 7 4 1,29 47,26 76.98 7259,23 | 9436,74 5 | 1,29 122,64 59,43 8179,29
- 8 4 66,51 36,50 297715 | 8336,00 3 82,91 50,65 5264,59
9 3 74,59 51,01 5358,84 | 8148,24 | 8 117,32 81,62 12218,75
10 5 78,40 57,44 733116 | 11402,27 | 4 94,65 77.11 11417,92

1 2 53,62 45,28 4148,05 | 10133,70 | 3 119,57 59,18 8143,21

2 2 68,91 52,30 5968,17 | 9690,74 3 77,64 35,84 2645,25

3 2 56,67 56,19 5895,32 | 11323,94 | 2 123,24 90,90 4857,53
2 4 2 64,69 65,11 692548 | 7566,77 3 149,45 79,40 10198,68
e 5 1 49,01 58,19 5103,15 | 10609,46 | 2 135,09 71,65 6025,88
-E 6 2 47,81 64,88 5338,14 | 6332,59 1 138,17 66,78 6150,89
£ 7 2 56,99 54,84 5494,03 | 14781,29 | 2 74,03 75,71 9345,57
8 2 50,50 57,03 6561,55 | 131565,97 | 4 121,99 71,91 7083,22

9 1 58,61 51,50 4078,55 | 7493,53 | 7 135,52 56,03 6376,63

10 2 40,00 55,24 7107,04 | 13136,74 | 6 104,66 63,42 6958,55
Média 2,57 - 64,71 54,29 5723,30 | 734851 4,13 - 115,19 68,62 8256,73
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APENDICE B - TABELA DE MEDIDAS COM OS PARAMETROS AVALIADOS
NOS NEFs DE RAQUES E FOLIOLOS DE CENOSTIGMA MICROPHYLLUM NA

CHUVA (2a COLETA).
Cenaostigma microphyllum
Foliolo Raque
Densidade dos ) Largura | . . Densidade dos i i
Qtde| pectarios (N“/mm?) Comprimento do Areada |Areado| | 4onoo (N“/mm?) Comprimento |Largura do| Areada
do pescogo cabecga | ducto do pescogo | pescogo | cabega
o 3 I)ESCOE:O k4 . o 3 z
N mm (um) wmy | B | (M) N mm (um) (um) (pm?)

1 2 70,23 50,71 438993 | 49652 | 8 94,47 74,78 649457

2 3 60,78 51,14 | 4859,09 | 45008 | 6 91,19 56,99 3156,39
3 2 80,71 5216 | 5127,17 |3488,90| 5 112,64 77,61 12203,05

o 4 3 126,84 61,79 | 636960 | 27128 | 4 104,40 64,52 5108,34
3 5 2 50,00 57,72 | 7419,03 |3254,10| 3 107,36 57,18 6579,12
> 6 3 57,14 51,43 | 5386,00 | 56809 | 3 163,97 89,87 475491
E 7 2 33,89 54,28 | 4702,24 | 3440 2 73,10 65,28 7184,11
8 2 50,00 50,00 | 4988.91 |4980.50] 1 57,50 80,36 10857.82

9 2 54,81 4260 | 3696,70 | 44017 | 7 89,52 73,52 9556,36

10 2 46,91 40,38 | 4636,17 | 3907.7 | 3 113,37 71,81 9268,19
1 3 60,36 61,93 | 6686,76 | 40585 | 4 160,12 106,67 | 13525,53

2 2 57,07 47,78 | 4514,44 |288520| 5 101,31 66,15 10247,29

o 3 3 34,66 7942 | 7043,20| 40239 | 6 96,94 68,93 5315,55
o 4 3 47,31 77,54 | 7806,65 |441210| 2 65,39 60,39 4498,04
-E 5 2 1.29 60,19 68,15 | 7268,19|39219 | 2 1.29 59,82 70,31 5901,94
= 6 2 ! 44,54 51,20 | 5173,94| 55151 | 3 ! 89,03 88,43 9954,72
E 7 2 36,60 72,22 | 696235 #1927 | 5 96,62 107,54 | 1481797
- 8 4 39.82 39,22 | 2081,31|3088,53| 6 96,91 96,90 16372.72
9 5 42,58 60,83 | 576646 | 28146 | 6 113,06 86,56 724532

10 3 60,37 6249 | 713190 |2797.30| 7 101,31 79,40 8701,32

1 4 60,23 5514 | 5680,30 |2484.83| 4 130,06 74,29 8390,74

2 4 59,14 48,95 | 3956,22 | 34605 | 7 100,98 64,00 6579,12

- 3 4 79,63 47,76 | 3647,26 | 20731 | 6 144,42 54,90 7916,61
o 4 4 50,05 4911 5030,26 | 29331 | 8 120,61 68,36 10893.51
3 5 3 70,02 49,75 [3489.49| 34901 | 6 131,54 64,23 757727
> 6 4 64,49 3896 | 3097.71| 29401 | 5 127,29 70,67 4338,18
2 7 5 66,27 48,64 | 3960,61 | 43751 | 6 101,26 44,77 4776,85
- 8 3 44,72 40,33 | 3503,35| 39664 | 4 144,26 67,91 7603,49
9 4 56,90 39,02 | 3395,01| 4060 4 144,65 62,92 4775,24

10 4 58,34 4708 | 421737139236 | 6 107,13 64.24 8285.52
L_Media__J3.03 . 5749 2326 125066.25]12375830] 480 - 108.01 12,65 809599
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APENDICE C - TESTE DE NORMALIDADE DAS AMOSTRAS.

Normalidade - Variaveis Shapiro-Wilk-W P1 P-Valor P1 Shapiro-Wilk-W P2 P-Valor P2
Foliolo

Comprimento do pescogo 0.96 0.40 0.83 0.001
Largura do pescoco 0.94 0.11 0.91 0.023
Area da cabeca 0.95 0.23 0.96 0.35
Area do ducto 0.97 0.72 0.97 0.69
Densidade dos nectdrios 0.94 0.09 0.95 0.21
Raque

Comprimento do pescogo 0.95 0.21 0.96 0.41
Largura do pescoco 0.97 0.70 0.93 0.08
Area da cabeca 0.97 0.56 0.94 0.11

Valores destacados em negrito = significativos p<0.05 indicam dados n3do normais.



