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RODRIGUES, T.M. ANATOMIA E ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DE
PULVINOS DE LEGUMINOSAS DE CERRADO. 2006. 108P. DISSERTACAO
(MESTRADO) - INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE
ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - Os ajustes no posicionamento foliar em leguminosas, causados pelos pulvinos,
representam um mecanismo eficiente que permite a maximizacdo da fotossintese em condicdes
adversas. De um modo geral, os pulvinos de diferentes leguminosas apresentam um padrdo estrutural
que propicia grande flexibilidade a esta regido da folha, incluindo cértex parenquimatico desenvolvido
com endoderme tipica, sistema vascular central, reduzida lignificacdo de tecidos e extensiva conexao
simplastica. Além disso, o contetdo celular da endoderme parece determinar a velocidade do
movimento foliar. Tradicionalmente, considera-se que a curvatura do pulvino é causada
principalmente pela mudanca de turgor das células corticais, as chamadas células motoras; entretanto,
alguns estudos sugerem que o sistema vascular do pulvino também participa do seu funcionamento.
Contudo, a maior parte das informacGes em literatura sobre anatomia e ultra-estrutura dos pulvinos
refere-se a poucas espécies de leguminosas, sendo Mimosa pudica a mais estudada e caracterizada por
movimentos foliares seismonasticos rapidos. Este trabalho descreve a estrutura do pulvino primario de
nove espécies de leguminosas nativas de cerrado, com énfase nas caracteristicas celulares da
endoderme e do sistema vascular, utilizando técnicas usuais em anatomia vegetal e microscopia
eletrbnica de transmissdo. Foram selecionadas espécies com diferentes tipos e velocidades de
movimento foliar: movimentos nictinastico e heliotrépico lentos (Bauhinia rufa, Copaifera
langsdorffii, Senna rugosa - Caesalpinioideae; Andira humilis e Dalbergia miscolobium - Faboideae;
Stryphnodendron polyphyllum - Mimosoideae), movimento heliotrépico lento (Zornia diphylla -
Faboideae) e movimentos seismonastico rapido e nictinastico e heliotropico lentos (Mimosa rixosa e
Mimosa flexuosa - Mimosoideae). Os pulvinos das espécies estudadas apresentam um padrdo
estrutural similar independente da subfamilia a qual pertencem e do tipo e velocidade de movimento.
Apresentam epiderme unisseriada, cortex parenquimatico com duas regifes distintas (cortex externo e
cortex interno) sendo a endoderme bem delimitada, sistema vascular central e medula reduzida ou
ausente. O cortex externo se caracteriza por células com vacuolos repletos de contetdo fendlico, o
gual estad ausente nas células do cortex interno. A analise das células endodérmicas comprovou a
existéncia de uma relacéo entre seu conteldo e o tipo e velocidade de movimento foliar. Em espécies
com movimentos seismonasticos rapidos, a endoderme apresenta somente grdos de amido; em
espécies que exibem somente movimentos nictinasticos e heliotrpicos lentos, além de grdos de
amido, a endoderme possui cristais de oxalato de calcio; em Zornia diphylla, espécie que apresenta
somente movimentos heliotrépicos lentos, as células do cortex externo ndo possuem substancias
fendlicas e a endoderme possui unicamente grdos de amido semelhante as espécies com movimentos
seismonasticos rapidos. Assim, o conteldo da endoderme possui relagdo somente com 0s movimentos
nasticos. O sistema vascular dos pulvinos € limitado externamente por uma bainha de fibras septadas
vivas, contrariando a maior parte da literatura, que descreve esta regido como sendo formada por uma
bainha de colénquima ou parénquima colenquimatoso. A auséncia de fibras e esclereides, presenca de
idioblastos fendlicos e a abundancia e diversidade morfoldgica de inclusdes protéicas nos elementos
de tubo crivado caracterizam o floema; o xilema caracteriza-se pela presenca de elementos fibriformes
com protoplasto vivo e células parenquimaticas com sistema de endomembrana desenvolvido com
numerosos campos de pontoacdo primarios com plasmodesmos. A escassez de lignificacdo, auséncia
de barreiras apoplasticas (lignina e suberina) e a extensiva continuidade simplastica garantida pela
ocorréncia generalizada de plasmodesmos séo caracteristicas fundamentais para a rapida redistribuicdo
de ions e estimulos que ocorre durante os movimentos foliares, corroborando assim, a hipétese da
participacdo do sistema vascular no funcionamento do pulvino das leguminosas.

Palavras-chave: anatomia, endoderme, fibras septadas, leguminosas, pulvino, ultra-estrutura



RODRIGUES, T.M. ANATOMY AND ULTRASTRUCTURAL FEATURES OF
LEGUMINOUS SPECIES PULVINI FROM BRAZILIAN CERRADO. 2006. 108P. MS
THESIS — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL
PAULISTA, BOTUCATU.

ABSTRACT - Leaf position adjustment in leguminous species, occasioned by pulvini, represent an
efficient mechanism that allows the photosynthesis maximization in adverse conditions. The pulvini of
different leguminous species show a structural pattern that gives large flexibility to this leaf region,
including developed parenchymatous cortex with typical endodermis, central vascular system, reduced
tissue lignifications and extensive symplastic connections. Furthermore, the endodermis cell content
seems to determine the leaf movement velocity. Traditionally, the pulvinus curvature is considered to
be caused by turgor changes of the cortical cells, called motor cells; however, some studies suggest
that the vascular system also participate in the pulvinus functioning. Nevertheless, the majority of
literature information about pulvinus anatomy and ultrastructure refers to few leguminous species,
being the most studied Mimosa pudica, specie characterized by fast seismonastic leaf movements.
This work describes the primary pulvinus structure of nine leguminous species native from Brazilian
cerrado, with emphasis on endodermis and vascular system cell features, using common vegetal
anatomy and transmission electronic microscopy techniques. Species with different kinds and velocity
of leaf movement were selected: slow nyctinastic and heliotropic movements (Bauhinia rufa,
Copaifera langsdorffii, Senna rugosa - Caesalpinioideae; Andira humilis and Dalbergia miscolobium -
Faboideae; Stryphnodendron polyphyllum - Mimosoideae), slow heliotropic movement (Zornia
diphylla - Faboideae) and fast seismonastic and slow nyctinastic and heliotropic movements (Mimosa
rixosa and Mimosa flexuosa - Mimosoideae). The pulvini of the studied species show a similar
structural pattern, independent on the subfamily to that they belong and on the movement kind and
velocity. They have uniseriate epidermis, parenchymatous cortex with two distinct regions (outer and
inner cortex) being the endodermis well delimited, central vascular system and reduced or absent pith.
The outer cortex is featured by cells with phenolic vacuoles, what are absent in the inner cortex. The
endodermic cells analysis confirmed the existence of a relation between their content and the leaf
movement kind and velocity. In the species with fast seismonastic movement, the endodermis show
only starch grains; in the species with slow nyctinastic and heliotropic movements, besides the starch
grains, the endodermic cells have calcium oxalate prismatic crystals; in Zornia diphylla, species that
have only slow heliotropic movements, the outer cortex cells do not have phenolic compounds and the
endodermis show only starch grains, similar to the seismonastic species. So, the endodermic cell
content is related only to nastic movements. The pulvinus vascular system is outside limited by a
sheath of living septate fibers, instead of the collenchyma or collenchymatous parenchyma sheath
described in the literature. The absence of fibers and sclereids, presence of phenolic idioblasts and the
abundance and morphological diversity of proteic inclusions in the sieve tube members characterize
the phloem; the xylem is featured by the presence of fibriform elements with living protoplast and
parenchyma cells with developed inner membrane system with numerous primary pit-fields with
plasmodesmata. The scarcity of lignifications, lacking of apoplastic barriers (lignin and suberin) and
the extensive simplastic continuity ensured by the generalized occurrence of plasmodesmata are very
important features to the fast ions and stimulus redistribution that occur during the leaf movements,
what corroborate the hypothesis of the vascular system participation in the leguminous species
pulvinus functioning.

Key words: anatomy, endodermis, septate fibers, legumes, pulvinus, ultrastructure



Introducgéo

Dentre 0s movimentos no reino vegetal, os de curvatura séo os mais frequentes nos
vegetais superiores e podem ser distribuidos em dois grupos: tropismos e/ou nastias (Accorsi
1952). Os movimentos tropicos sdo aqueles que ocorrem na direcdo do estimulo, como por
exemplo, um caule crescendo em dire¢do a uma fonte de luz; j&, 0os movimentos nasticos sdo
aqueles nos quais o estimulo ndo determina a direcdo do movimento como, por exemplo,
movimentos diarios de folhas ou a abertura e fechamento de estdmatos. Ambos os tipos de
movimentos podem ser reversiveis ou irreversiveis (Salisbury & Ross 1992).

A orientacdo de caules e folhas em direcdo aos raios de luz é o que se conhece por
fototropismo. Heliotropismo €é termo utilizado para descrever o fenémeno no qual as folhas e
foliolos ajustam sua posicdo em relagdo a radiacdo solar (Koller 1990, Caldas et al. 1997). O
fendmeno pelo qual a lamina foliar se dispde perpendicularmente aos raios solares,
maximizando a quantidade de radiacdo absorvida, é conhecido como dia-heliotropismo; ao
contrario, no para-heliotropismo, a lamina foliar encontra-se paralela aos raios solares
incidentes, diminuindo a area superficial exposta a radiacdo (Caldas et al. 1997).
Heliotropismo é relatado em muitas familias, incluindo Araceae, Asteraceae, Begoniaceae,
Capparidaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae (=Leguminosae), Malvaceae, Oxalidaceae e muitas
especies de Poaceae (Caldas et al. 1997).

O heliotropismo pode levar a maximizacdo da absor¢do da radiacdo em situagdes onde
a luz é um fator limitante ou o periodo de crescimento € curto, devido ao posicionamento
perpendicular das folhas em relacdo aos raios solares incidentes. Por outro lado, o
posicionamento das folhas paralelamente aos raios solares pode reduzir a taxa de radiacao
sobre a folha, levando a reducdo da transpiracdo, da temperatura foliar e da fotoinibicdo
(Ehleringer & Forseth 1980, Koller 1990, Caldas et al. 1997). Segundo Caldas et al. (1997),
as plantas nativas do cerrado estdo sujeitas ao estresse por alta radiacdo solar, além de
limitacGes impostas pelos seis meses de estacdo seca, 0 que torna o ajuste foliar um
importante mecanismo de adaptacéo as condi¢des do ambiente, permitindo a maximizagdo da
fotossintese em condicGes adversas, tais como intensidades luminosas e temperaturas
elevadas, deficit hidrico, entre outras.

Folhas e foliolos das leguminosas exibem freqlientemente movimentos nasticos
causados por pulvinos (Salisbury & Ross 1992). Em muitas espécies, as folhas posicionam-se
horizontalmente durante o dia e verticalmente a noite. Este tipo de nastia, denominado

nictinastia, € um processo ritmico controlado pelas interacfes entre o ambiente externo e o



relogio bioldgico da planta. Em espécies nictinasticas como Albizzia julibrissin (Satter &
Galston 1981), Samanea saman (Satter et al. 1988) e Mimosa pudica (Toriyama 1955) as
folhas exibem movimentos de “dormir”. A noite, os foliolos se dobram (fecham) e as
extremidades de foliolos opostos se encontram (Salisbury & Ross 1992). Outro exemplo de
nastia sdo 0s movimentos seismonasticos, resultantes do toque, comuns principalmente entre
algumas espécies de Mimosoideae (Accorse 1952, Salisbury & Ross 1992). O exemplo mais
notavel é o de Mimosa pudica, a planta sensitiva ou dormideira. Quando a planta é tocada ou
recebe algum estimulo elétrico os foliolos rapidamente se fecham (Accorse 1952, Salisbury &
Ross 1992). Quando somente um foliolo € estimulado, o estimulo se espalha pela planta,
colapsando os outros foliolos (Salisbury & Ross 1992). Uma das hipdteses que explicam a
vantagem desse movimento é a de que o dobramento dos foliolos afugentaria insetos antes
que eles comegassem a predar as folhas (Salisbury & Ross 1992).

De um modo geral, os movimentos foliares tém sido associados com protecdo,
economia de agua e maximizacao da fotossintese em condicdes adversas. Segundo Salisbury
& Ross (1992), “uma folha em posicao horizontal esta apta para receber a luz do sol durante o
dia, mas durante a noite pode radiar mais calor para 0 meio externo, estando assim, propicia
ao congelamento em noites frias; folhas em posicéo vertical podem radiar calor de uma para
outra, mantendo-se aquecidas”. Segundo Mauseth (1988) e Wilkinson (1971), a transpiragédo
pode ser bastante reduzida em folhas que se dobram (por exemplo, Albizzia, Mimosa,
Samanea), visto que, quando as folhas estdo completamente dobradas, nenhum estémato est
exposto; todos estdo protegidos.

Fabaceae (=Leguminosae) pertencente a ordem Fabales, € uma das maiores familias de
angiospermas com cerca de 650 géneros e 18.000 espécies (Polhill et al. 1981, Judd et al.
1999, Souza & Lorenzi 2005), sendo que no Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 1500
espécies. Possui distribuicdo cosmopolita e abrange exemplares herbaceos, arbustivos,
arboreos e lianas sendo uma das principais familias do ponto de vista econémico (Souza &
Lorenzi 2005). Segundo Souza & Lorenzi (2005), as leguminosas estdo bem representadas na
maioria dos ecossistemas naturais brasileiros. Na Amazonia, por exemplo, Fabaceae
representa a familia com maior nimero de espécies arbdreas, com destaque para 0s géneros
Parkia e Swartzia; nas florestas do interior do Brasil, destacam-se a envira-de-sapo
(Lonchocarpus spp.), 0 bico-de-pato (Machaerium aculeatum) e o jacaranda-paulista
(Machaerium villosum); na Mata Atlantica, muitas sdo as espécies nativas, como 0 pau-
cigarra (Senna multijuga) e o guapuruvu (Schizolobium parahyba); nas matas ciliares merece

destaque o Inga spp. No cerrado, € a familia mais representativa em numero de espécies, com



cerca de 777 espécies distribuidas em aproximadamente 101 géneros (Ratter et al. 1997,
Mendonca et al. 1998).

De acordo com Judd et al. (1999), uma das principais caracteristicas que segregam
Fabaceae das demais familias da ordem Fabales é a ocorréncia de folhas geralmente
compostas com estipulas e pulvinos bem-desenvolvidos.

O pulvino é um espessamento da base foliar e foliolar, semelhante a uma articulacao
(Esau 1974). Na base do peciolo encontra-se o pulvino primario; o pulvino secundéario é
encontrado na base de cada foliolo, enquanto que o pulvino terciario ou pulvinulo é aquele
localizado na base de cada foliélulo (Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978). Funcionalmente,
0s pulvinos séo as estruturas responsaveis pelos movimentos foliares, rapidos ou lentos, em
resposta a estimulos externos ou endogenos (Campbell & Thomson 1977, Campbell et al.
1979, Satter et al. 1982, Moysset & Simon 1991, Grignon et al. 1992).

Os eventos fisioldgicos responsaveis pelos movimentos foliares em algumas espécies
de leguminosas sdo bem conhecidos e tém sido correlacionados com caracteristicas estruturais
do pulvino (Satter et al. 1970, Morse & Satter 1979, Campbell & Garber 1980, Fleurat-
Lessard 1981, Satter & Galston 1981, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Fleurat-Lessard &
Satter 1985, Moysset & Simon 1991, Machado & Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado
2004). Entre as caracteristicas comumente reportadas para o pulvino das leguminosas,
destacam-se cértex desenvolvido constituido por células parenquimaticas ricas em taninos,
denominadas células motoras por Toriyama (1953) e endoderme bem delimitada com graos
de amido, sistema vascular em posicéo central, auséncia ou reducdo de medula e de tecidos
lignificados (Toriyama 1955, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Campbell et al. 1979,
Campbell & Garber 1980, Fleurat-Lessard 1981, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Satter et al.
1982, Fleurat-Lessard & Millet 1984, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simon 1991,
Rodrigues & Machado 2004, Machado & Rodrigues 2004). Essas peculiaridades estruturais
tém sido relacionadas com a maior flexibilidade do pulvino em relacdo as demais regioes
foliares, como peciolo e raque que conferem maior rigidez a folha (Fleurat-Lessard & Roblin
1982, Rodrigues & Machado 2004).

Tradicionalmente, considera-se que a deformacdo do pulvino é causada pela diferenca
de pressédo de turgor entre as células motoras (Toriyama 1953, 1955, Satter & Galston 1981,
Fleurat-Lessard & Millet 1984, Moysset & Simén 1991). As paredes dessas células
apresentam dobras, que lhes conferem elasticidade, além de campos de pontoacdo priméarios
amplos com numerosos plasmodesmos ramificados que favorecem as trocas simplasticas
(Fleurat-Lessard 1988, Fleurat-Lessard & Millet 1984, Machado & Rodrigues 2004). As



células motoras podem sofrer rapida reversdo vacuolar, se apresentando uni ou
multivacuoladas. Essa reorganizacdo rapida do compartimento vacuolar esta relacionada com
a redistribuicdo de ions potassio, cloreto e de agua, o que leva a mudancas de volume das
células motoras e, conseqlientemente, a deformacéo do pulvino (Campbell & Thomson 1977,
Campbell et al. 1979, Campbell & Garber 1980, Satter & Galston 1981, Satter et al. 1982,
Mayer et al. 1985, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simon 1991).

Pesquisas recentes baseadas em técnicas moleculares indicam que, além das mudancas
de turgor das células motoras, os movimentos do pulvino sdo devidos a mudangas na
conformacdo do citoesqueleto, especialmente dos microfilamentos de actina (Fleurat-Lessard
et al. 1988, Kameyama et al. 2000, Yamashiro et al. 2001, Hewitson 2001). Recentemente,
foi isolada em Mimosa pudica L., uma proteina calcio-dependente que entra na constitui¢éo
dos filamentos de actina, a qual pode estar envolvida no controle da atividade destes
componentes do citoesqueleto (Yamashiro et al. 2001).

Alguns autores sugeriram uma possivel relacdo entre o conteudo da endoderme dos
pulvinos com a velocidade dos movimentos foliares: em pulvinos com movimentos rapidos,
como os de Mimosa pudica a endoderme contem unicamente grdos de amido (Moysset &
Simén 1991); em pulvinos com movimentos lentos, a endoderme possui, além de grdos de
amido, cristais de oxalato de calcio (Fleurat-Lessard 1988). Contudo, 0 numero de espécies
estudadas é pouco representativo em face a riqueza e diversidade da familia Fabaceae.

Um aspecto histologico que merece destaque € a ocorréncia de uma bainha de células
vivas ao redor do floema do pulvino, a qual foi descrita como sendo formada por colénquima
ou parénquima colenquimatoso em todas as especies de leguminosas estudadas (Esau 1970,
Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Moysset & Simon
1991). Contudo, em Pterodon pubescens uma leguminosa nativa do cerrado com movimentos
foliares lentos, Machado & Rodrigues (2004) constataram que esta bainha € constituida por
fibras septadas com protoplasto vivo, de origem periciclica.

Uma possivel participacdo do sistema vascular do pulvino na redistribui¢do de ions e
na transmissdo de estimulos durante os movimentos foliares tem sido sugerida por diferentes
autores (Pfeffer 1907, Toriyama 1953, Satter & Galston 1981, Fleurat-Lessard & Bonnemain
1978, Moysset & Simon 1991). Contudo, informacdes detalhadas sobre estes tecidos sdo
escassas.

A andlise da literatura disponivel revela que a maior parte das informagfes sobre
anatomia, ultra-estrutura e funcionamento do pulvino de leguminosas refere-se a poucas

especies de Mimosoideae, sendo Mimosa pudica a espécie mais estudada e caracterizada por



apresentar movimentos foliares rapidos (Toriyama 1953, 1954, 1955, 1957, 1967, Toriyama
& Komada 1971, Toriyama & Satd 1968, Campbell & Thomson 1977, Fleurat-Lessard &
Bonnemain 1978, Campbell et al. 1979, Fleurat-Lessard 1981, 1988, Fleurat-Lessard &
Roblin 1982, Fleurat-Lessard & Millet 1984). Para as espécies que apresentam somente
movimentos foliares lentos, as informac6es sdo escassas. Com relagéo as leguminosas nativas
do cerrado, onde as plantas estdo sujeitas a condi¢Ges de intensa luminosidade e altas
temperaturas, estudos detalhados sobre pulvino sdo ainda mais escassos, sendo restritos a
Pterodon pubescens (Caldas et al. 1997, Rodrigues & Machado 2004, Machado & Rodrigues
2004).

Tendo em vista a importancia dos ajustes foliares como um mecanismo de adaptacao
as condi¢cbes do ambiente e considerando a caréncia de estudos que relacionem a estrutura ao
funcionamento de pulvinos de leguminosas nativas do cerrado, 0s objetivos deste trabalho
foram:

1. analisar comparativamente a anatomia do pulvino primario de leguminosas do
cerrado com diferentes tipos e velocidades de movimento foliar, buscando
identificar padrdes e apontar peculiaridades estruturais;

2. identificar o contetdo da endoderme do pulvino primario dessas espécies e
verificar sua possivel relagdo com o tipo e a velocidade do movimento foliar;

3. investigar a anatomia e a ultra-estrutura do sistema vascular do pulvino
priméario, com énfase na natureza da bainha de células ao redor do floema,
buscando evidéncias estruturais da participacdo do sistema vascular no

funcionamento do pulvino.



Revisao de Bibliografia

Desde muito tempo, diversos pesquisadores tém se interessado pelo estudo da
anatomia dos pulvinos como base para a compreensdao do mecanismo fisiolégico dos
movimentos foliares. Hooke, em 1685, foi o primeiro pesquisador a estudar a estrutura
anatdbmica do pulvino em uma planta sensitiva sem se referir a espécie, provavelmente
Mimosa pudica (apud Fleurat-Lessard 1988). Posteriormente, a anatomia do pulvino de
diversas plantas foi descrita por Dutrochet (1824), Burnett & Mayo (1827), Gardiner (1882),
Burdon-Sanderson (1882), Haberlandt (1890), Heald de Forest (1894), Brown (1912),
Steckbeck (1919) e Bose & Das (1925). Da anélise desses trabalhos, nota-se que os pulvinos
possuem um padrao estrutural sendo, de um modo geral, composto por epiderme unisseriada,
cortex parenquimatico desenvolvido e sistema vascular central (apud Fleurat-Lessard 1988).

A partir da segunda metade do século XX, tiveram inicio investigagdes sobre a histo-
citologia de pulvinos e, na década de 50, os estudos passaram a enfatizar as células
parenquimaticas corticais dos pulvinos. Toriyama foi um dos pesquisadores que mais
colaborou com o entendimento da estrutura e funcionamento dos pulvinos das leguminosas,
principalmente das células corticais. Em 1953, num estudo sobre a estrutura do cortex do
pulvino de Mimosa pudica, este autor denominou as células corticais de células motoras. Tais
células eram caracterizadas pelo formato isodiamétrico, presenca de parede espessa com
numerosos plasmodesmos e pela ocorréncia de uma camada de citoplasma ao redor de um
grande vacuolo, além de nacleo conspicuo. O autor confirmou a existéncia de dois tipos de
vacuolos nas células motoras: os vacuolos taniferos, pouco volumosos e um vacuolo central,
maior, sem contetdo tanifero.

No ano de 1955, Toriyama escreveu sobre a origem e o desenvolvimento dos vacuolos
taniferos nas células motoras dos pulvinos de Mimosa pudica e Robinia pseudoacacia. O
autor descreveu que um vacuolo tanifero pequeno aparecia nas células motoras, dentro do
vacuolo central maior, e aumentava de tamanho conforme a planta se desenvolvia, passando a
ocupar todo o vaclolo central. Antes da curvatura do pulvino, as células motoras
apresentavam um unico e grande vacuolo tanifero; durante 0 movimento, este vactolo se
fragmentava e pequenos vacuolos taniferos apareciam nas células motoras, indicando a
propriedade contréatil dos vacuolos taniferos. O autor concluiu que a presenca de tanino nas
células motoras possui significado fisiologico na regulacdo ou manutencdo do turgor das
células motoras, embora ndo exerca papel relevante na sensibilidade dessas células em

plantulas jovens.



Em 1957, Datta questionou a ocorréncia de vacuolos taniferos dentro de vacuolos
maiores como proposto por Toriyama (1955). O autor descreveu que o conteudo das células
motoras de Mimosa pudica consistia de uma massa densa que era dissolvida por solventes de
tanino, tais como éter, cloroférmio e acetona.

Dutt (1957) verificou que alem dos vacuolos taniferos, outros vacuolos menores, sem
conteddo tanifero presentes nas células motoras de Mimosa pudica apresentavam
propriedades contrateis. O autor descreveu que quando a célula estava tdrgida, apresentava
um grande vacuolo tanifero contratil, além de muitos outros menores. Sob estimulo, esses
vaclolos menores desapareciam completamente, o vacuolo tanifero se tornava menor e um
liquido contendo sais de potassio passava a ser encontrado no espaco intercelular. Entretanto,
durante o processo de recuperacdo da célula, os vacuolos pequenos reapareciam, o vacuolo
tanifero voltava ao tamanho normal e nenhum liquido era encontrado no espaco intercelular.
O autor concluiu que esse liquido foi expelido fora da célula a partir dos vacuolos pequenos e
que durante o processo de recuperacéo da célula o liquido era reabsorvido nos vacuolos.

Toriyama & Komada (1971) também relataram mudancas na forma e no tamanho dos
vacuolos taniferos durante os movimentos foliares. Segundo os autores, 0s vacuolos taniferos
semicirculares ficavam comprimidos em um lado da célula motora logo apés a estimulacéo.
Em cortes embebidos em agua, por 15 a 20 minutos, esses vacuolos progressivamente
tornavam-se esféricos e aumentavam gradualmente de tamanho. Quando os cortes eram
imersos em solucdo de sacarose, as células sofriam plasmdlise e o vacuolo tanifero se tornava
menor. Neste caso, a recuperacdao do vacuolo tanifero era evidenciada pelo aumento de seu
volume e da area superficial. Segundo os autores, esse fato sugeria que a concentracdo
osmotica do vacuolo tanifero é maior do que aquela do vacuolo central.

Toriyama & Jaffe (1972) detectaram a presenca de célcio no vacuolo tanifero das
células motoras do pulvino priméario de Mimosa pudica e demonstraram quantitativamente a
maior abundancia de Ca®* no pulvino estimulado em comparacdo com pulvinos que no
sofreram estimulo. Os autores sugeriram que os vacutolos taniferos funcionam como sitios de
estocagem de célcio nas celulas motoras dos pulvinos de Mimosa.

Campbell et al. (1979) estudaram a localizagdo dos ions célcio e potéssio nas células
motoras do pulvino de Mimosa pudica. Os autores relataram que o cortex do pulvino desta
especie possuia duas regides: regido cortical externa rica em tanino como descrita
anteriormente por diversos autores e, regido cortical interna formada pelas células
parenquimaticas mais proximas do sistema vascular, as quais ndo apresentavam contetdo

tanifero. As analises da regido cortical externa mostraram que os vacuolos taniferos, os



plastidios e as paredes celulares sdo ricos em potassio e célcio. Entretanto, na regido cortical
interna, o calcio era mais abundante nas paredes celulares, mas escasso dentro do protoplasto;
contrariamente, 0 potéssio estava ausente nas paredes, mas era abundante no vacuolo central.
Os autores afirmaram que a auséncia de tanino nas células do cortex interno poderia significar
uma diferenca funcional entre as duas regides corticais do pulvino. A observacdo de que os
vacuolos com tanino eram ricos em calcio corroborou os dados de Toriyama & Jaffe (1972).
Considerando a localizacdo e a abundancia de potassio, 0s autores sugeriram que as células
corticais internas poderiam ser as reguladoras do turgor das células corticais externas.

Satter et al. (1970) descreveram a anatomia do pulvinulo de Albizzia julibrissin e a
ultra-estrutura das células corticais; estudaram também o controle do movimento nictinastico
realizado por fitocromos nos pulvinulos desta espécie. Os autores relataram que os fitocromos
controlavam o fechamento dos foliolos através da regulacdo das mudancas de turgor das
células motoras dos pulvinos. Quando as células motoras da face dorsal do pulvino se
expandiam, as células da face ventral perdiam turgor e os foliolos se fechavam. Os autores
denominaram as células da face adaxial do pulvino, as quais sofriam aumento de volume
durante 0 movimento de abertura do pulvino, de células extensoras; ja, as células da face
abaxial que se expandiam durante o fechamento do pulvino foram denominadas células
flexoras. Segundo os autores, um dos aspectos mais relevantes encontrados foi a ocorréncia de
células motoras multivacuoladas no pulvino de Albizzia julibrissin. No entanto, ndo
apresentaram qualquer nota a respeito da reversibilidade desta condigé&o.

Em 1980, Campbell & Garber descreveram o carater reversivel da organizacao
vacuolar nas células motoras do pulvino terciario de Albizzia julibrissin durante 0 movimento
foliar. Relataram que as mudancas que ocorriam na forma e tamanho das células motoras
eram mais proeminentes nas células corticais mais externas. Os autores afirmaram que as
mudangas de volume das células motoras estavam intimamente associadas com a
reorganizacdo reversivel do compartimento vacuolar. Descreveram, ainda, que as células
motoras possuiam um Unico e grande vacuolo central quando expandidas, mas tornavam-se
multivacuoladas durante a perda de volume; o vacuolo central se restabelecia pela fusdo dos
vaclolos menores durante a re-expansdo das células motoras. Nesta espécie, enquanto 0s
foliolos estavam abertos, as células motoras da zona extensora se mostravam com um unico e
grande vacuolo central e as células da zona flexora estavam multivacuoladas. Durante o
fechamento do pulvino, as células da zona extensora se tornavam multivacuoladas, enquanto

que na zona extensora as células passavam a ser univacuoladas. Segundo os autores, a



reorganizacdo vacuolar das células motoras indicava que mudancas reversiveis do tonoplasto
poderiam regular o movimento foliar.

Fleurat-Lessard (1988) estudou a estrutura e ultra-estrutura das células corticais dos
6rgdos motores de Mimosa pudica e concordou com 0s demais autores citados anteriormente
sobre o papel atribuido as celulas motoras dos pulvinos como as principais responsaveis pelos
movimentos foliares. Destacou, ainda, que a mudanca de forma que ocorria nessas células
depois da curvatura do pulvino era evidente e estava provavelmente associada a mudancas nos
vacuolos. O autor afirmou que as células motoras eram capazes de traduzir os estimulos
recebidos em diferentes partes da planta incapazes de se movimentar. Segundo Fleurat-
Lessard, as células motoras seriam altamente diferenciadas e incapazes de se desdiferenciar.
Este autor foi um dos primeiros a sugerir a ocorréncia de proteinas contrateis nas células
motoras de pulvinos. Concluiu que as células motoras de plantas seismonasticas e ndo-
seismonasticas apresentavam caracteristicas similares e que as diferencas funcionais
dependiam de peculiaridades ao nivel molecular.

Fleurat-Lessard & Millet (1984) compararam os aspectos ultra-estruturais das células
motoras dos filetes dos estames de Berberis canadensis e do pulvino terciario de Mimosa
pudica. Esse estudo mostrou muitos aspectos em comum entre as células parenquimaticas
corticais dessas duas estruturas. Em ambas, as células motoras possuiam parede com contorno
sinuoso com numerosos plasmodesmos, contetdo tanifero armazenado em vactolos ou em
plastidios localizados proximos ao nucleo, além da presenca de microfilamentos e
microfibrilas nos vacuolos taniferos. Entretanto, no pulvino de Mimosa pudica as células
motoras da face abaxial do 6rgdo possuiam paredes mais espessas do que as celulas da face
adaxial, enguanto nos filetes dos estames ocorre o inverso. A existéncia de espacos
intercelulares, particularmente mais numerosos no cortex dos pulvinos, facilitaria a
deformacéo celular durante 0 movimento. Os espessamentos de parede das células adaxiais
dos filetes resultam da expansédo da lamela mediana, enquanto que o espessamento das células
abaxiais nos pulvinos seria resultado de um aumento de deposicdo de celulose. Os autores
verificaram que a ocorréncia de numerosos plasmodesmos ramificados era comum em células
motoras e garantia as trocas simplasticas. Os autores sugeriram algum tipo de associa¢do entre
0 metabolismo do amido e do tanino, visto que nos filetes de estames maduros pouco amido
estava presente naqueles plastidios que continham tanino; ja, em filetes de estames mais
velhos que continham tanino somente nos vacuolos, o amido era abundante nos plastidios.
Nos pulvinos, o tanino se acumulava nas células motoras do cortex externo onde o contetdo

de amido era baixo, enquanto que as células endodérmicas eram livres de tanino e possuiam



conteddo amilifero em abundancia. As similaridades entre as celulas corticais das regides
estudadas sugeriram que essas regides possuiam analogias em seu mecanismo funcional.

Na década de 80, tivera inicio pesquisas sobre o possivel envolvimento do
citoesqueleto no funcionamento do pulvino. Fleurat-Lessard et al. (1988) estudaram o
movimento foliar em exemplares de Mimosa pudica tratados com diversos inibidores do
citoesqueleto. O tratamento com colchicina ndo afetou o movimento seismonastico das folhas,
mas rompeu os microtdbulos das células motoras. O fornecimento de Vinblastina as plantas
fez com que os microtibulos das células motoras se rompessem parcialmente, mas o
movimento seismonastico ndo foi afetado. Essas drogas ndo alteraram as fibrilas
citoplasmaticas e vacuolares. Por outro lado, o tratamento com citocalasina B e faloidina
alterou o movimento seismonastico das folhas de M. pudica. Esses reagentes modificaram o
arranjo e a estrutura das fibrilas, sem afetar os microtubulos. Os dados de Fleurat-Lessard
sugeriram que 0s microtibulos ndo estariam diretamente envolvidos nos movimentos
seismonasticos, enquanto que as fibrilas formadas por filamentos delgados, semelhantes a
actina, poderiam estar envolvidas nessa reacao. Este trabalho evidenciou que os movimentos
seismonasticos, além de mudancas de turgor das células motoras, envolviam mecanismos de
contragéo.

Em 2000, Kameyama et al. propuseram que a curvatura do peciolo de Mimosa pudica
estaria relacionada com mudancas no nivel de fosforilacdo da actina, mais especificamente a
fosforilacdo do aminodcido tirosina, sugerindo que proteinas contrateis poderiam estar
envolvidas nos movimentos das plantas. Os autores verificaram que os filamentos de actina
nas células motoras da face abaxial do pulvino se tornavam mais periféricos depois da
curvatura, embora desconhecessem 0s mecanismos reguladores dessas mudancas. Os dados
obtidos neste estudo mostraram que 80% das moléculas de actina do pulvino sofriam
fosforilagdo da tirosina antes do movimento. Depois do movimento, a quantidade total de
actina nao se alterava, mas a fosforilacdo da tirosina diminuia, até que a actina fosforilada
desaparecia completamente. Em caules que ndo sofreram movimento, as moléculas de actina
sofreram fosforilacdo da tirosina, e o nivel de fosforilagdo ndo mudou durante 0os movimentos.
Quando os autores utilizaram inibidor de desfosforilacdo, o &ngulo de curvatura do peciolo foi
bem menor que no controle. Assim, os autores concluiram que a curvatura de M. pudica
estava correlacionada com a reducéo da fosforilacdo da actina no pulvino.

Segundo Morillon et al. (2001), um mecanismo similiar aquele da contragdo muscular
poderia explicar os movimentos foliares rapidos. Segundo 0s autores, somente as proteinas

contrateis que modificam a forma da célula (comprimento, diametro), sem a necessidade de



mudancas de volume, estariam envolvidas. Os autores comentaram que 0S movimentos que
levam menos de um segundo ndo eram condizentes com a teoria tradicional do fluxo de dgua
por osmose. Tais movimentos rapidos requeriam a atuacdo de co-transportadores de dgua e
soluto através da membrana, ou um mecanismo de mudanga de forma celular em volume
constante.

A possivel participacdo das camadas corticais internas de pulvinos na percepcdo da
gravidade foi inicialmente estudada em cereais, merecendo destaque o trabalho de
Dayanandan et al. (1977). Os autores relataram que as camadas corticais mais internas dos
pulvinos eram especializadas na percepcdo da gravidade pelo fato de possuirem estatolitos
(amiloplastos). Esses autores analisaram os pulvinos de diversas espécies de gramineas, onde
a gravi-percepcao foi extensivamente estudada. Segundo os mesmos, ha duas regides gravi-
sensitivas nesse grupo de plantas. Uma é o pulvino da bainha foliar localizado perto da base
da folha e a outra é o pulvino internodal localizado na base do entrend, um pouco acima da
juncéo nodal. Os autores observaram espécies que apresentavam somente o pulvino da bainha
foliar, outras que possuiam somente o pulvino internodal e espécies que possuiam ambos 0s
pulvinos. Os autores relataram que os pulvinos acumulam pouca ou nenhuma silica em
comparagao com as regides imediatamente acima e abaixo do pulvino. Lignina foi encontrada
somente nos elementos de vaso do xilema. A bainha de células ao redor dos feixes vasculares
era composta por células de paredes pécticas e descritas como colenquimaticas. Em resposta a
posicdo horizontal de um caule, o lado inferior do pulvino crescia somente por alongamento
celular, e as células da bainha colenquimatica se esticavam, o que levou a observagdo de
regides espessas e regides mais delgadas nas paredes das células.

Song et al. (1988), para determinar se os estatolitos presentes nas células localizadas
externamente aos feixes vasculares dos pulvinos de gramineas de fato atuavam na gravi-
percepgdo, removeram o amido destas organelas, deixando-as no escuro. A resposta
gravitropica foi reduzida a zero nos pulvinos cujo amido foi degradado. Entretanto, quando
foi fornecida sacarose a essas plantas, o amido ressurgiu nos amiloplastos dos pulvinos e as
plantas foram capazes de se curvar em resposta a gravidade. Song et al. (1988) relataram que
para que ocorresse a curvatura do pulvino em resposta a gravidade, o amido devia se
acumular nos plastidios em quantidade suficiente para causar a sedimentacdo dessas
organelas. Porém, se os plastidios continham quantidade insuficiente de amido, eles nédo
sedimentavam e o0s pulvinos ndo manifestavam curvatura. Os autores concluiram que 0s

estatolitos repletos de amido atuavam como gravisensores em caules de cereais.



Chang et al. (2001) relataram mudancas no contetdo de amido no pulvino de Avena
sativa durante a resposta gravitropica. Os autores examinaram o0s efeitos de inibidores de
fosfatases e quinases e bloqueadores de canais de calcio sobre a curvatura gravitropica e 0s
niveis de amido no pulvino nodal de aveia. Dentre os compostos testados, 0 OA (inibidor de
fosfatase) e o LaCls (bloqueador de canal de calcio) mostraram os efeitos inibidores mais
fortes sobre a resposta de curvatura gravitropica. Ao mesmo tempo, causaram uma rapida
perda de amido no pulvino. Esses dois compostos agiram inicialmente blogqueando o aumento
de amido que ocorre durante 0s primeiros estagios na graviresposta do pulvino. Como
resultado, os niveis de amido diminuiram em caules tratados com OA e o LaCls. Os autores
sugeriram que a desfosforilacdo protéica e o calcio desempenhavam um papel no
metabolismo do amido no pulvino de aveia em resposta aos sinais da gravi-estimulacdo. Seus
resultados indicaram que a quantidade de amido presente nos plastidios gravisensores no
pulvino de aveia determinava a taxa de curvatura em resposta a gravidade.

Em um dos raros estudos sobre gravi-percepcdo em folhas de dicotiledéneas
completamente expandidas, Fleurat-Lessard (1981) afirmou que as folhas de Mimosa pudica
eram capazes de responder a forca da gravidade de modo semelhante ao das folhas das
gramineas. O autor estudou as caracteristicas ultra-estruturais das células da endoderme do
pulvino priméario de Mimosa pudica depois da gravi-estimulacdo. No pulvino primario, essas
células eram caracterizadas por uma polaridade estrutural induzida pela localizacdo do nucleo
no polo apical da célula e dos amiloplastos no pélo basal. As células amiliferas apresentavam
plasmodesmos amplos, reticulo endoplasmético pouco desenvolvido e auséncia de tanino nos
vacuolos. Depois da gravi-estimulacdo, os amiloplastos migraram para a regido celular onde
estd o nucleo, levando ao deslocamento do citoplasma ao seu redor. O ndcleo passou a
demonstrar um contorno sinuoso e a membrana nuclear se tornava contigua com 0s
amiloplastos e a membrana plasmatica. As mitocondrias também sofreram deslocamento,
seguindo o fluxo dos amiloplastos. As modificacdes observadas foram similares as dos
pulvinos das gramineas.

Moysset & Simon (1991), estudaram o pulvino secundéario de Robinia pseudoacacia,
uma espécie com movimentos nictinasticos lentos, e sugeriram uma relagdo entre o contetdo
das celulas corticais com o funcionamento do pulvino. As células corticais externas
continham vacuolos sem tanino, que sofriam mudangas em namero e tamanho durante o
movimento foliar e vacuolos taniferos, podendo agir como reservatorio de ions. As células
endodérmicas possuiam numerosos graos de amido e cristais prismaticos de oxalato de célcio.

Ressaltaram que a presenca de cristais na endoderme do pulvino era tipica de plantas com



movimentos lentos e que plantas com movimentos foliares rapidos possuiam somente gréos
de amido na endoderme.

A possivel participagdo do sistema vascular no funcionamento do pulvino foi
primeiramente relatada por Pfeffer (1907- apud Moysset & Simdn 1991), quando observou
que a excisao do cilindro vascular de sensitiva (provavelmente Mimosa pudica) fazia com que
ndo ocorresse 0 movimento dos foliolos. A partir da década de 70 essas informacGes foram
recuperadas e diversos autores passaram a investigar este aspecto. Fleurat-Lessard &
Bonnemain em 1978, estudando a estrutura do sistema vascular do pulvino de Mimosa pudica
relataram a ocorréncia de elementos fibriformes vivos no xilema e a presenca de células de
transferéncia no xilema e floema. Segundo os autores, as células vasculares (células
companheiras, elementos fibriformes do xilema e células parenquimaticas do protoxilema)
eram caracterizadas pela redugdo do vacuoma e presenca de sistema de membranas bem
desenvolvido. Segundo os autores, essas evidéncias corroboravam a hipétese de Pfeffer
(1907).

Grignon et al. (1992) descreveram o sistema vascular do pulvino de soja (Glycine
max), mostrando a existéncia de um floema interno. A ocorréncia de grupos de corddes de
floema interno na medula do pulvino foi confirmada pela observagdo de placas crivadas e
inclusbes de proteina-P cristalinas, tipicas de elementos de tubo crivado de leguminosas.
Cortes seriados mostraram que uma reorientacdo espacial dos tecidos vasculares no pulvino
resultava na formacgdo de corddes internos de floema, que eram contiguos com os feixes de
floema externos de regides acima e abaixo do pulvino. Usando marcadores fluorescentes, os
autores mostraram que o floema interno do pulvino de soja era ativo. Os autores nao fizeram
nenhuma mencdo direta sobre a participacdo do sistema vascular no funcionamento do
pulvino.

No estudo de Moysset & Simén (1991), o sistema vascular do pulvino secundério de
Robinia pseudoacacia é descrito como sendo formado por um cilindro central delimitado
externamente por uma bainha de células colenquimaticas. Segundo os autores, as células
colenquimaticas externas ao floema continham inimeros plasmodesmos, através dos quais as
células parenquimaticas do floema e as células do cortex interno eram conectadas. Vacuolos
com tanino e cristais de oxalato de célcio eram comuns no parénquima do floema. O arranjo
dos tecidos e a ocorréncia de pontoacdes com plasmodesmos nas células do cilindro central
forneceram evidéncias da continuidade simplastica através do cilindro vascular entre os lados

opostos do 6rgdo e da participacdo do sistema vascular na redistribui¢do de ions. Segundo os



autores, a maior amplitude de movimento dos foliolos de Robinia poderia estar relacionada
com a extensdo das regides flexora e extensora e a escassez de lignificacdo do pulvino.

Machado & Rodrigues (2004) descreveram 0s aspectos anatdmicos e ultra-estruturais
do pulvino primério de Pterodon pubescens, uma leguminosa arbérea de cerrado, com
movimentos foliares lentos. Este trabalho relatou pela primeira vez a ocorréncia de fibras
septadas, de origem periciclica, ao redor do floema do pulvino. A auséncia de células
esclerificadas no floema, a presenca de elementos fibriformes com protoplasto vivo e células
parenquimaticas com sistema de endomembrana desenvolvido, paredes celulares com
numerosos campos de pontoacdo primarios e plasmodesmos amplos no xilema confirmaram
as observagdes de Moysset & Simon (1991) e reforcaram a hipdtese da participacdo do
sistema vascular do pulvino nos movimentos foliares.

Com relagdo a caracterizagdo histologica das diferentes regides foliares em
comparacao ao pulvino da mesma espécie, 0s estudos sdo escassos. Fleurat-Lessard & Roblin
(1982) estudaram o peciolo e o pulvino principal de Mimosa pudica. Segundo o0s autores,
nesta espécie o pulvino apresenta a regido cortical bem mais desenvolvida que o peciolo,
floema delimitado externamente por uma bainha de células colenquimaticas e células
companheiras com invaginagdes de parede, medula reduzida e formada por elementos
fibriformes semelhantes aos do xilema. O peciolo apresenta cortex reduzido, sistema vascular
rodeado por fibras lignificadas e medula parenquimética ampla. As caracteristicas observadas
no pulvino sdo evidéncias da maior flexibilidade deste 6rgdo. Devido ao fato que o rapido
movimento do pulvino envolve ampla redistribuicdo de materiais e rapida variacdo no
metabolismo, 0s autores sugeriram que as caracteristicas descritas facilitariam as trocas
através das diferentes areas do pulvino.

Rodrigues & Machado (2004) fizeram um estudo comparativo da anatomia do
pulvino, peciolo e raque de Pterodon pubescens e observaram que 0s pulvinos primario e
secundario apresentavam peculiaridades estruturais em relacdo ao peciolo e raque. Estas
peculiaridades incluiam cuticula mais espessa, cortex mais desenvolvido formado por células
parenquimaticas de formas variaveis, sistema vascular em posi¢do central, floema circundado
por fibras septadas ndo lignificadas e medula parenquimética reduzida ou ausente. Peciolo e
raque apresentaram cortex reduzido constituido por células parenquimaticas isodiametricas,
sistema vascular periférico, floema envolvido por calota de fibras gelatinosas e medula ampla.
Compostos fenolicos foram detectados no vacuolo das células corticais dos pulvinos,
enquanto que no cortex e medula do peciolo e raque foram observados amiloplastos em

abundancia e auséncia de compostos fendlicos. Os autores concluiram que, de modo geral, as



caracteristicas estruturais do pulvino de P. pubescens eram comuns aos pulvinos das demais
especies de Fabaceae e estariam relacionadas com a intensificacdo de trocas laterais de ions e
agua entre células do cortex e sistema vascular, além de proporcionar maior flexibilidade e
capacidade de movimento desta regido. Ja, as caracteristicas do peciolo e raque confeririam
maior rigidez a estas estruturas foliares.

A analise da literatura aponta que a maior parte dos estudos estruturais com pulvinos é
superficial e visa a elucidacdo do funcionamento desta regido foliar. Estes estudos, em sua
grande maioria, sdo restritos as células corticais motoras. Poucos estudos fazem referéncia as
caracteristicas celulares da endoderme e do sistema vascular do pulvino, consideradas pelos
diferentes autores, de grande importancia nos movimentos foliares. Alem disso, as
informacdes encontradas referem-se a poucas espécies de leguminosas, sendo Mimosa pudica
considerada planta modelo para tais estudos. Assim, tornam-se necessarios estudos
envolvendo maior nimero de espécies com diferentes tipos e velocidades de movimento a fim
de verificar se as informacgdes obtidas com este pequeno numero de espécies podem ser

extensivas as demais leguminosas.
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ABSTRACT - (Primary pulvinus comparative anatomy of leguminous species with different
leaf movement velocity). The pulvinus, structure responsible for slow or fast leaf movements
answering to outside or endogenous stimulus, constitutes a remarkable feature of leguminous
species. The leaf position adjustments represent an efficient mechanism that allows the
photosynthesis maximization under adverse conditions. In the available literature, the
majority of the information about pulvinus structure refers to few leguminous species,
especially those with fast movements. It is evident the necessity of studies about more species
of this family to verify if the structural peculiarities described in the literature are extensive to
other species. In this work the primary pulvinus anatomy of nine leguminous species from
Brazilian cerrado with different kinds and velocity of leaf movement is described, attempting
to identify patterns and to point structural peculiarities. For this, vegetal anatomy usual
techniques were employed. The primary pulvinus of the studied species show uniseriate
epidermis recovered by thick cuticle, developed parenchymatous cortex, central vascular
system and reduced or absent pith. The outer cortex cells are wider and show phenolic
compounds, except in Zornia diphylla; in the inner cortex, the cells are juxtaposed and do not
have phenolic content. The collateral vascular bundles are surrounding by a septate fibers
sheath. The general anatomy organization pattern is common to the pulvini of the studied
species, independently on the subfamily to that they belong. The observed peculiarities are
possible related to the kind and velocity of leaf movement.

Key words - anatomy, Fabaceae, leaf movement, pulvinus

RESUMO - (Anatomia comparada do pulvino primario de leguminosas com diferentes
velocidades de movimento foliar). Os pulvinos, estruturas responsaveis por movimentos
foliares, rapidos ou lentos, em resposta a estimulos externos ou endégenos, constituem uma

caracteristica marcante das leguminosas. Os ajustes no posicionamento foliar representam um



mecanismo eficiente que permite a maximizacdo da fotossintese em condicdes adversas. Na
literatura disponivel, a maioria das informacgdes sobre a estrutura de pulvinos refere-se a
poucas espécies de leguminosas, especialmente aquelas que apresentam movimentos rapidos.
E evidente a necessidade de estudos do pulvino de um maior nimero de espécies da familia
para verificar se as peculiaridades estruturais relatadas em literatura sdo extensivas as demais.
Neste trabalho é descrita a anatomia do pulvino priméario de nove espécies de leguminosas
nativas do cerrado com diferentes tipos e velocidades de movimento foliar, buscando
identificar padrGes e apontar peculiaridades estruturais. Para isso foram utilizadas técnicas
usuais em anatomia vegetal. O pulvino primario das espécies estudadas apresenta epiderme
unisseriada recoberta por cuticula espessa, cortex parenquimatico desenvolvido, sistema
vascular central e medula reduzida ou ausente. As células do cértex externo sdo maiores e
apresentam contetdo fendlico, exceto em Zornia diphylla; no cortex interno, as células sdo
justapostas e ndo possuem contetido fendlico. Os feixes vasculares colaterais sdo circundados
por uma bainha de fibras septadas. O padrdo geral de organizacdo anatdmica € comum ao
pulvino das espécies estudadas, independentemente da subfamilia a qual pertencem. As
peculiaridades observadas estdo possivelmente relacionadas com o tipo e velocidade do
movimento foliar.

Palavras-chave- anatomia, Fabaceae, movimento foliar, pulvino



Introducéo

Fabaceae (=Leguminosae) pertencente a ordem Fabales, € uma das maiores familias de
angiospermas com cerca de 650 géneros e 18.000 espécies (Polhill et al. 1981, Judd et al.
1999, Souza & Lorenzi 2005), sendo que no Brasil ocorrem cerca de 200 géneros e 1500
especies. Possui distribuicdo cosmopolita e abrange exemplares herbaceos, arbustivos,
arbéreos e lianas sendo uma das principais familias do ponto de vista econémico (Souza &
Lorenzi 2005). Segundo Souza & Lorenzi (2005), as leguminosas estdo bem representadas na
maioria dos ecossistemas naturais brasileiros. No cerrado, é a familia mais representativa em
nimero de espécies, com cerca de 777 espécies distribuidas em aproximadamente 101
géneros (Ratter et al. 1997, Mendonca et al. 1998).

Uma das principais caracteristicas que segregam Fabaceae das demais familias da
ordem Fabales ¢é a ocorréncia de folhas compostas com pulvinos bem desenvolvidos (Judd et
al. 1999). Os pulvinos, espessamento da base foliar, sdo responsaveis pelos movimentos
foliares, rapidos ou lentos, em resposta a estimulos externos ou enddgenos (Campbell &
Thomson 1977, Campbell et al. 1979, Satter et al. 1982, Moysset & Simon 1991, Grignon et
al. 1992).

Os eventos fisioldgicos responsaveis pelos movimentos foliares em algumas espécies
de leguminosas tém sido correlacionados com as caracteristicas estruturais do pulvino, que
Ihes conferem grande flexibilidade. Entre as caracteristicas comumente reportadas, destacam-
se cortex desenvolvido constituido por células parenquimaticas, denominadas células motoras
por Toriyama (1953), sistema vascular em posicdo central, auséncia ou reducdo de tecidos
lignificados e medula reduzida ou ausente. Entretanto, de maneira geral, a maior parte dessas
informacdes refere-se ao pulvino de poucas espécies de Mimosoideae, tais como Samanea
saman (Jacg.) Merr. (Satter et al. 1982), Robinia pseudoacacia L. (Moysset & Simon 1991),

Albizzia julibrissin Durass. (Satter et al. 1970, Campbell & Garber 1980) e Mimosa pudica L.,



sendo esta a mais estudada e caracterizada por movimentos foliares rapidos (Toriyama 1953,
1954, 1955, 1957, 1967, Toriyama & Komada 1971, Toriyama & Satd 1968, Campbell &
Thomson 1977, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Campbell et al. 1979, Fleurat-Lessard
1981, 1988, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Fleurat-Lessard & Millet 1984).

No cerrado, onde as plantas estdo sujeitas as limitacbes impostas pela alta radiacéo,
temperaturas elevadas e periodos de seca bem delimitados, o ajuste foliar torna-se um
importante mecanismo de adaptagdo as condi¢des do ambiente relacionada com economia de
agua e maximizacdo da fotossintese (Caldas et al. 1997). Contudo, para as leguminosas
nativas de cerrado, as informacg0es sobre a estrutura e funcionamento de pulvinos sdo escassas
e restritas a Pterodon pubescens, uma leguminosa arbérea com movimentos foliares lentos
(Caldas et al. 1997, Machado & Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado 2004). E evidente a
necessidade de estudos estruturais do pulvino de um nimero mais representativo de espécies
da familia Fabaceae com diferentes tipos e velocidades de movimento, para verificar se as
peculiaridades estruturais relatadas em literatura sdo extensivas as demais especies.

Neste trabalho é descrita a anatomia do pulvino primario de nove espécies de
leguminosas nativas do cerrado com diferentes tipos e velocidades de movimento foliar,

buscando identificar padrdes e apontar peculiaridades estruturais.

Material e métodos

Foram estudadas nove espécies de leguminosas com diferentes tipos de movimentos
foliares, distribuidas nas subfamilias Caesalpinoideae, Faboideae e Mimosoideae (quadro 1),
segundo classificacdo de Polhill et al. (1981). Amostras da regido mediana do pulvino
primario foram retiradas de folhas completamente expandidas, coletadas de exemplares

vegetando em cerrado no municipio de Pratania-SP (S 22°48°50.2”e W 48°44°35.8”).



As amostras foram fixadas em FAA 50 por 48 horas (Johansen 1940). A seguir, parte
foi desidratada em série etilica, incluida em resina metacrilato e seccionada em micrétomo
rotativo semi-automatico; os cortes, com 6 um a 8 um de espessura, foram corados com Azul
de Toluidina 0,05%, pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) e montados entre lamina e laminula com
Permount. Outra parte das amostras foi estocada em alcool 70%, e posteriormente seccionada
a méo-livre com auxilio de ld&minas de barbear ou com micrétomo de Ranvier; os cortes foram
clarificados em hipoclorito de sodio a 20%, lavados em &gua acética 1%, corados com
Safrablau (Bukatsch 1972, Burger & Richter 1991) e montados entre ldmina e laminula com
glicerina. Para os testes histoquimicos, cortes de material recém coletado, ndo fixado, foram
tratados com Sudan 1V para detec¢do de substancias lipidicas (Johansen 1940); solucdo de
Vermelho de Ruténio a 0,02% para substancias pécticas (Jensen 1962); reagente de Lugol
para amido (Johansen 1940); solucdo de cloreto férrico a 10% para substancias fendlicas
(Johansen 1940); floroglucina acidificada para lignina (Sass 1951) e &cido cloridrico a 10%
para cristais de oxalato de célcio (Johansen 1940). Os aspectos relevantes foram fotografados
em fotomicroscopio Zeiss®, utilizando filme Kodak® Asa 100 e T-Max Asa 100.

O comprimento e o didametro do pulvino (n= 10) de cada espécie foram mensurados

com auxilio de paquimetro digital.

Resultados

O comprimento e o didmetro do pulvino primario variam bastante entre as espécies,
conforme mostrado no quadro 2. Mimosa flexuosa foi a espécie que apresentou pulvino
primario com menor comprimento (1,60 mm) e menor diametro (1,00 mm), enquanto que
Dalbergia miscolobium foi a espécie com pulvino primario com maiores dimensodes (4,48 mm

de comprimento e 4,36 mm de didmetro).



Os pulvinos primérios das nove espécies estudadas, em seccdo transversal, apresentam
formato circular (figuras 1, 3, 5, 7, 9) ou discretamente dorsi-ventral (figuras 2, 4, 6, 8). A
superficie dos pulvinos pode ser regular (figuras 3, 5, 7, 9) ou apresentar reentrancias e
protuberancias (figuras 1, 2, 4, 6, 8). Em todas as espécies 0s pulvinos primarios apresentam
epiderme unisseriada, cdrtex parenquimatico desenvolvido, sistema vascular central e medula
bastante reduzida (figuras 1-6, 9) ou ausente (figuras 7, 8).

Tricomas tectores ocorrem na superficie do pulvino de Copaifera langsdorffii (figura
2), Dalbergia miscolobium, Zornia diphylla e Mimosa flexuosa, sendo mais abundantes em
Bauhinia rufa (figuras 1, 11) e Senna rugosa; nas demais espécies, ndo foram observados
tricomas. Cuticula espessa lisa recobre as células epidérmicas dos pulvinos de Bauhinia rufa
(figura 11), Copaifera langsdorffii (figura 13), Senna rugosa, Andira humilis (figuras 15, 17),
Dalbergia miscolobium e Stryphnodendron polyphyllum. Em Zornia diphylla (figura 14),
Mimosa rixosa e Mimosa flexuosa, a cuticula se apresenta mais delgada.

Em Mimosa flexuosa, protuberancias formadas por cerca de seis camadas de células
justapostas com paredes espessas e lignificadas sdo observadas em toda a superficie do
pulvino primério (figura 8). Essas protuberancias sdo revestidas pela epiderme do pulvino,
que também sofre lignificacdo nesta regido (figura 10).

A epiderme é formada por células papiliformes em Bauhinia rufa (figura 11), Senna
rugosa e Dalbergia miscolobium. Em Zornia diphylla (figura 14), Mimosa rixosa, Mimosa
flexuosa e Stryphnodendron polyphyllum, Copaifera langasdorffii (figura 13) e Andira
humilis (figura 17) as células epidérmicas apresentam formato retangular. Em Dalbergia
miscolobium e nas espécies de Caesalpinioideae (figuras 11, 12, 13) e de Mimosoideae foi
detectada a presenca de contetdo fendlico nos vacuolos das células epidérmicas. Estdmatos

ndo foram observados no pulvino de nenhuma das espécies estudadas.



O cortex do pulvino (figuras 1-9, 15) € amplo, variando de 20 a 30 camadas de células
parenquimaticas em todas as espécies estudadas, com excecdo de Zornia diphylla (figura 6)
onde o cortex é mais reduzido, com cerca de 15 camadas celulares. As celulas corticais
apresentam tamanho e formatos variaveis, paredes pecto-celulésicas delgadas (figuras 10-17)
com campos de pontoacdo primarios (figura 16), além de ndcleo proeminente (figuras 12, 14,
16). De acordo com o tamanho e a disposicao das células e o conteudo celular, distinguem-se
no cortex do pulvino das espécies estudadas, duas regides: regido cortical externa e regido
cortical interna (figura 15).

Na regido cortical externa, as células parenquimaticas sdo mais volumosas (figura 15),
apresentam nucleo conspicuo (figuras 12, 14, 16) e vacuoma desenvolvido (figuras 10-12,
15). Possuem formato poliédrico e paredes delgadas sinuosas (figura 14) com campos de
pontoacao primarios conspicuos (figura 16). Espacos intercelulares sdo comuns nesta regido
(figura 10). A maioria das células do cdrtex externo apresenta vacuolo central preenchido com
contetido denso que apresentou reacdo fortemente positiva ao cloreto férrico, indicando tratar-
se de compostos fenolicos (figuras 11, 12, 15). Células com vacuolos translucidos cuja reacdo
ao cloreto férrico foi negativa ocorrem entremeadas as celulas com conteudo fendlico (figura
15). A diferenca entre essas células, com relagdo ao conteldo dos vacutolos, é facilmente
visualizada pela afinidade do vacuoma ao Azul de Toluidina, o qual se cora de verde intenso
indicando a presenca de compostos fenolicos. Em Zornia diphylla as células parenquimaticas
corticais ndo apresentam contetdo fendlico (figuras 6, 14, 16). Em Bauhinia rufa (figuras 1,
11, 12), Copaifera langsdorffii (figura 2), Dalbergia miscolobium (figura 5), Mimosa rixosa
(figura 7) e Mimosa flexuosa (figura 8) o conteido fenodlico mostrou-se mais abundante.
Cristais de oxalato de céalcio na forma de drusas também foram observados em algumas
células do cortex externo de Bauhinia rufa (figura 12); em Copaifera langsdorffii (figura 13),

Mimosa rixosa e Stryphnodendron polyphyllum (figura 9) ocorrem cristais prismaticos. Em



Andira humilis esclereides esparsas foram observadas na regido cortical externa (figura 17).
Espacos secretores delimitados por epitélio unisseriado foram observados em Copaifera
langsdorffii (figuras 2, 13); em corte longitudinal, tais espagos apresentam-se alongados, o
que os caracteriza como canais secretores. Divisdes periclinais e anticlinais foram observadas
nas camadas celulares subepidérmicas em Bauhinia rufa (figura 12), Senna rugosa, Andira
humilis, Dalbergia miscolobium, Mimosa rixosa, Mimosa flexuosa e Stryphnodendron
polyphyllum.

A regido cortical interna dos pulvinos é formada por cerca de trés ou quatro camadas
de células parenquimaticas que se caracterizam pelo menor tamanho, disposicdo compacta e
auséncia de conteudo fendlico (figuras 15, 18-20). Esta regido ndo possui espacos
intercelulares. A ultima camada cortical é constituida por células repletas de grdos de amido
(figuras 18, 19). As camadas corticais adjacentes a interna também podem apresentar gréos de
amido esparsos. Em Bauhinia rufa (figura 19), Copaifera langsdorffii, Senna rugosa, Andira
humilis (figura 23), Dalbergia miscolobium e Stryphnodendron polyphyllum além de gréos de
amido, as células da camada cortical interna apresentam cristais prismaticos de oxalato de
calcio.

O sistema vascular do pulvino primario das espécies estudadas, em sec¢do transversal,
localiza-se centralmente (figuras 1-9); os feixes vasculares podem se apresentar organizados
em um anel (figuras 1-3, 5, 7-9) ou em ferradura (figuras 4, 6); externamente sdo delimitados
por um ndmero varidvel de camadas de células pequenas com paredes pecto-celuldsicas
espessadas (figuras 1-9; 20). Em seccdo longitudinal (figura 23), essas células sdo fusiformes,
apresentam varios septos, além de campos de pontoacdo primarios bastante conspicuos, o que
as caracteriza como fibras septadas.

O floema é constituido por elementos de tubo crivado, células companheiras e células

de parénquima axial, além de células de parénquima radial (figuras 20, 22). Em todas as



espeécies estudadas, ndo foram observadas fibras ou esclereides no floema. Em Bauhinia rufa,
Copaifera langsdorffii, Andira humilis (figura 20), Dalbergia miscolobium, Mimosa rixosa,
Mimosa flexuosa e Stryphnodendron polyphyllum idioblastos fendlicos conspicuos séo
observados no floema. Idioblastos com cristais prismaticos de oxalato de célcio foram
observados no floema de Bauhinia rufa, Senna rugosa e Andira humilis. Em Mimosa rixosa
(figura 22) foram observados idioblastos com conteddo mucilaginoso que se cora de rosa
intenso com o Azul de Toluidina.

No xilema foram observados elementos de vaso associados as células parenquimaticas
e fibras com paredes espessas nao-lignificadas. Raios parenquimaticos atravessam o xilema e
o floema e atingem as fibras periciclicas (figura 20). Nas espécies de Mimosoideae (figuras 7-
9), 0s raios parenquimaticos sdo pouco nitidos. Em Bauhinia rufa e Andira humilis (figura
20), conteudo fendlico foi detectado nos raios do xilema.

A regido medular do pulvino € reduzida (figuras 1-7, 9) estando ausente nas espécies
de Mimosa (figuras 7, 8). E constituida por células parenquimaticas que podem apresentar
conteldo fendlico como em Bauhinia rufa, Senna rugosa, Andira humilis (figura 4),

Dalbergia miscolobium e Zornia diphylla (figuras 6, 21).

Discussao

A organizacdo anatdbmica dos pulvinos das diferentes espécies estudadas € tipica de
pulvino de leguminosas, como descrito em literatura (Toriyama 1953, 1954, 1955, 1957,
1967, Toriyama & Satd 1968, Toriyama & Komada 1971, Satter et al. 1970, Campbell &
Thomson 1977, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Campbell et al. 1979, Fleurat-Lessard
1981, 1988, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Fleurat-Lessard & Millet 1984, Moysset &

Simon 1991, Machado & Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado 2004).



Os pulvinos estudados apresentam dimensdes bastante variaveis, o que provavelmente
esta relacionado ao porte da espécie em questdo e, principalmente com o tamanho foliar.

A presenca de reentrancias e protuberancias na superficie do pulvino é uma das
caracteristicas que o diferencia do peciolo e raque e esta diretamente relacionada com a maior
capacidade de movimentacdo dessa regidao foliar, como descrito em Mimosa pudica
(Toriyama 1953). A ocorréncia de divisGes periclinais e anticlinais na regido subepidérmica é
comum em pulvinos e esté relacionada com a formacao de tais protuberancias (Rodrigues &
Machado 2004).

A auséncia de estdmatos e a presenca de cuticula espessa revestindo a epiderme do
pulvino, assim como a ocorréncia de tricomas tectores em algumas espécies, pode ter
significado importante na defesa contra a perda de &gua em condi¢bes atmosféricas
desfavoraveis (Kummerow & Alexander 1978, Kolattukudy 1984, Larcher 2000). Tais
caracteristicas tém especial significado no cerrado, onde as plantas estao sujeitas a um periodo
de seca prolongado, altas intensidades luminosas e temperaturas elevadas, como referido por
Caldas et al. (1997).

A ocorréncia de cortex parenquimatico amplo é uma das caracteristicas que
diferenciam o pulvino das demais regides foliares, especialmente do peciolo e raque (Fleurat-
Lessard & Roblin 1982, Rodrigues & Machado 2004). As caracteristicas histoldgicas gerais
do cértex do pulvino primario das nove espécies em estudo sdo similares as descritas para
Mimosa pudica (Toriyama 1953, 1954, Fleurat-Lessard & Millet 1984, Fleurat-Lessard 1988),
Samanea saman (Satter et al. 1982), Robinia pseudoacacia (Moysset & Simén 1991) e
Pterodon pubescens (Machado & Rodrigues 2004), espécies com diferentes tipos e
velocidades de movimento foliar.

A andlise do cortex do pulvino priméario das espécies estudadas, com exce¢do de

Zornia diphylla, revelou que o mesmo pode ser dividido de forma semelhante ao proposto



para o pulvino secundario de Robinia pseudoacacia por Moysset & Simén (1991). Nesta
especie, os autores relatam a ocorréncia de uma regido cortical externa, onde estdo as células
apresentam contetdo fendlico e uma regido interna que abrange a endoderme e as camadas
corticais adjacentes, que nao apresentam conteudo fendlico.

As células parenguimaticas do cortex externo, denominadas motoras por Toriyama
(1953), séo consideradas as principais responsaveis pelos movimentos foliares. Suas paredes
sinuosas ou dobradas sdo evidéncias de modificacGes no compartimento apoplastico (Fleurat-
Lessard 1988, Moysset & Simon 1991). A ocorréncia de espacos intercelulares, como
observado nas espécies estudadas, pode facilitar as mudancas na forma e tamanho celular
durante a curvatura do pulvino (Fleurat-Lessard & Millet 1984). A presenga numerosos
campos de pontoacdo primarios nas células motoras indica a existéncia de intensas trocas
simplésticas (Fleurat-Lessard 1988, Fleurat-Lessard & Millet 1984, Machado & Rodrigues
2004).

A presenca de compostos fendlicos, particularmente abundantes no cortex de Bauhinia
rufa, Copaifera langsdorffii, Dalbergia miscolobium, Mimosa rixosa e M. flexuosa, confirma
a importancia dessas substancias, especialmente o0s taninos, nos movimentos nasticos
(Toriyama 1953, 1955, Moysset & Simén 1991). No pulvino de Zornia diphylla, espécie que
exibe somente discretos movimentos heliotrépicos lentos, a coloragdo com Azul de Toluidina,
bem como o teste com cloreto férrico ndo detectaram compostos fendlicos nas células
motoras.

A ocorréncia de vacuolos com conteudo fenolico nas células epidérmicas do pulvino
de Dalbergia miscolobium e das espécies de Caesalpinioideae e Mimosoideae pode estar
relacionada com a manutencdo da estrutura e integridade de células e tecidos, além da
protecdo contra a radiacdo solar elevada (Larcher 2000, Machado & Rodrigues 2004),

condicdo tipica do cerrado. Além disso, compostos fendlicos podem fornecer protecdo contra



herbivoria (Langenheim et al. 1982). Toriyama & Jaffe (1972) observaram mudancas na
forma e tamanho dos vacuolos taniferos das células corticais durante o0 movimento
seismonastico em Mimosa pudica. Segundo diversos autores, os compostos fendlicos,
especialmente os taninos presentes nos vacuolos das células motoras intervém na estocagem e
liberacdo de ions, especialmente do potéssio (Toriyama & Komada 1971, Campbell et al.
1979, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simdn 1991) e do célcio, o qual estd envolvido na
agregacdo dos componentes do citoesqueleto, particularmente dos microfilamentos de actina
(Fleurat-Lessard & Millet 1984, Fleurat-Lessard et al. 1988, Kameyama et al. 2000,
Yamashiro et al. 2001).

A presenca de uma camada cortical interna bem delimitada em todas as espécies
analisadas concorda com o relatado por diferentes autores, que a consideram como sendo uma
endoderme tipica (Fleurat-Lessard 1981, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simon 1991). A
presenca de cristais prismaticos de oxalato de célcio, além dos grdos de amido, nas células
endodérmicas das espécies com movimentos heliotropico e nictinastico lentos e de somente
grdos de amido naquelas com movimentos foliares nasticos rapidos confirma a existéncia de
uma relagdo entre o contetido da endoderme e a velocidade do movimento (Morse & Satter
1979).

A ocorréncia de uma bainha de fibras septadas ao redor do floema do pulvino primario
das espécies estudadas confirma as observacdes de Machado & Rodrigues (2004) para o
pulvino primario de Pterodon pubescens. O fato das fibras septadas possuirem paredes pecto-
celulésicas com numerosos campos de pontoacdo primarios € uma evidéncia da ocorréncia de
continuidade simplastica entre o cértex e o cilindro vascular.

A auséncia de fibras e esclereides no floema e a presenca de elementos fibriformes
vivos no Xxilema, associados a ocorréncia de cértex parenquimatico amplo nas espécies

estudadas séo caracteristicas que asseguram a flexibilidade do pulvino, conforme ja relatado



em literatura (Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Moysset
& Simon 1991, Machado & Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado 2004). A falta de
barreiras apoplasticas (lignificacdo parietal) juntamente com a ocorréncia generalizada de
campos de pontoacdo primarios favorece a continuidade apoplastica e simplastica,
respectivamente, desde a epiderme até o cilindro vascular do pulvino. Tal continuidade é
fundamental para a rapida redistribuicdo de ions que se da durante os movimentos foliares e
constitui uma caracteristica diferencial do pulvino em relacdo a outras regides da folha
(Rodrigues & Machado 2004).

Em concluséo, pode-se afirmar que existe um padrdo geral de organizagdo anatdmica
comum ao pulvino das diferentes espécies estudadas, independentemente da subfamilia a qual
pertencem, do porte e do tipo e velocidade do movimento foliar. Contudo, algumas
peculiaridades, incluindo a presenca e abundancia de compostos fendélicos no cortex externo e
0 conteudo das células endodérmicas do pulvino, estdo possivelmente relacionadas com o tipo

e velocidade do movimento foliar apresentado.
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Quadro 1. Espécies estudadas e suas principais caracteristicas.

. L Caracteristicas Movimento
Sub-familia Espécie Porte foliares foliar
Bauhinia rufa (Bong.) . bifoliolada; folhas he_llo_tro,plgo e
arbustivo nictinastico
Steud. alternas
lentos
. . folhas compostas heliotropico e
Caesalpinioideae Copalfergelgp gsdorffi arbéreo pinadas com cerca de nictinastico
P ' 3 pares de foliolos lentos
Senna rugosa folhas compostas heliotrépico e
(G. Don.) H.S. Irwin & arbustivo | pinadas com cerca de nictinastico
Barneby 5 foliolos lentos
Andira humilis Mart. Ex . folhas composte}s com he_lloprqplgo €
arbustivo | 6-8 pares de foliolos e nictinastico
Benth. : S
um terminal solitario lentos
L . folhas compostas heliotrépico e
. Dalbergia miscolobium . . A
Faboideae arboéreo pinadas com cerca de nictinastico
Benth. .
12 foliolos lentos
folhas alternas com 2
Zornia diphylla Pers. herbaceo fOI,IOIOS assimetricos; heliotrépico lento
foliolos opostos curto-
peciolados
heliotrépico e
nictinastico
. . . folhas compostas com .
Mimosa rixosa Mart. rasteiro p lentos;
4 foliolos . >
seismonastico
rapido
heliotrépico e
folhas compostas nictinastico
Mimosoideae Mimosa flexuosa Mart. | herbaceo | pinadas com cerca de lentos;
20 pares de foliolos seismonastico
rapido
folhas compostas heliotropico e
Sé:ypﬂnltl)ggn&g? arbéreo bipinadas com cerca nictinastico
polyphy ' de 12 pares de foliolos lentos




Quadro 2. Dados médios do comprimento e diametro do pulvino primario das espécies
estudadas.

Espécie Comprimento (mm) Didmetro (mm)
Bauhinia rufa (Bong.) Steud. 3,98 2,99
Copaifera langsdorffii Desf. 1,91 1,83
Senna rugosa (G. Don.) H.S. Irwin & Barneby 3,95 3,08
Andira humilis Mart. Ex Benth. 4,21 3,00
Dalbergia miscolobium Benth. 4,48 4,36
Zornia diphylla Pers. 2,10 1,14
Mimosa rixosa Mart. 2,08 1,20
Mimosa flexuosa Mart. 1,60 1,00
Stryphnodendron polyphyllum Mart. 4,24 3,15
















Legenda das Figuras

Figuras 1-6. Secc¢Oes transversais do pulvino primario de leguminosas do cerrado. 1-6.
Aspecto geral mostrando epiderme unisseriada, cortex parenquimatico desenvolvido, sistema
vascular central e medula reduzida. Observar o conteido denso (compostos fendlicos) das
celulas corticais nas figuras 1-5. 1. Bauhinia rufa (Barra= 350 um). 2. Copaifera langsdorffii
(Barra= 350 pm). 3. Senna rugosa (Barra= 350 um). 4. Andira humilis (Barra= 350 um). 5.

Dalbergia miscolobium (Barra= 350 pum). 6. Zornia diphylla (Barra= 180 pum).

Figuras 7-14. Secc¢des transversais do pulvino priméario de leguminosas do cerrado. 7-9.
Aspecto geral mostrando epiderme unisseriada, cortex parenquimatico desenvolvido, sistema
vascular central e medula ausente ou reduzida. 7. Mimosa rixosa. Observar o conteido denso
(compostos fenodlicos) das células corticais (Barra= 250 um). 8. Mimosa flexuosa. Notar a
ocorréncia de protuberancias lignificadas (setas) na superficie do pulvino e o conteddo denso
(compostos fenolicos) das células corticais (Barra= 160 pm). 9. Stryphnodendron
polyphyllum. Observar cristais prisméticos de oxalato de calcio (setas) no cortex (Barra= 250
pum). 10. Detalhe da figura 8 mostrando protuberéncia formada por células lignificadas na
superficie do pulvino. Notar a presenca de vacuoma desenvolvido nas células corticais
externas e a ocorréncia de espacos intercelulares (Barra= 30 pum). 11. Bauhinia rufa com
tricomas tectores, epiderme unisseriada formada por células papilosas com contetdo fendlico
revestidas por cuticula espessa e células corticais (ct) subepidérmicas com contetido fendélico
(Barra= 30 um). 12. Bauhinia rufa, em seccdo transversal, mostrando epiderme (ep) repleta
de conteudo fendlico e células corticais subepidérmicas em divisdo periciclinal (setas) e
anticlinal. Notar a presenca de compostos fendlicos e de cristais em formato de drusa (pontas

de seta) nas células corticais (Barra= 50 um). 13. Copaifera langsdorffii mostrando epiderme



unisseriada recoberta por cuticula (cl) espessa e canal secretor (cs) no cortex. A seta indica
cristal prismatico de oxalato de célcio no cortex externo (Barra= 50 um). 14. Zornia diphylla
mostrado células epidérmicas (ep) retangulares recobertas por cuticula delgada e cortex
parenquimatico com ceélulas de volumosas, paredes delgadas sinuosas, nucleo conspicuo

(setas) e auséncia de contetdo fenolico (Barra= 30 um).

Figuras 15-19. Secc¢des transversais do pulvino priméario de leguminosas do cerrado. 15.
Pulvino de Andira humilis mostrando epiderme unisseriada recoberta por cuticula (cl) espessa
e cOrtex parenquimatico desenvolvido dividido em regido cortical externa (ce), onde sdo
observadas células volumosas com contetdo fendlico, e cértex interno (ci), onde ocorrem
células menos volumosas que nao apresentam contetdo fendlico (Barra= 100 pum). 16. Cortex
externo do pulvino de Zornia diphylla mostrando células volumosas e isodiamétricas, de
paredes sinuosas com campos de pontoacdo primarios (setas) e ndcleo conspicuo (pontas de
seta) (Barra= 30 pum). 17. Seccdo do pulvino de Andira humilis tratada com floroglucina
acidificada mostrando epiderme unisseriada revestida por cuticula espessa e a presenca de
esclereides (setas) no cortex externo (Barra= 50 pm). 18. Seccdo tratada com lugol
evidenciando presenca de gréos de amido (setas) na endoderme do pulvino de Mimosa rixosa
(Barra= 30 pm). 19. Pulvino de Bauhinia rufa mostrando cristais prismaticos de oxalato de
calcio (setas) e graos de amido (pontas de seta) na endoderme e camadas adjacentes (Barra=

25 pm).

Figuras 20-23. Secc¢Bes do pulvino primério de leguminosas do cerrado. 20. Detalhe do
pulvino de Andira humilis em secgéo transversal mostrando endoderme (en), fibras septadas
(fs), floema (fl) com idioblastos fendlicos (setas) e xilema (xI) com raios parenquimaticos

contendo células repletas de tanino (ponta de seta) (Barra= 100 um). 21. Seccdo transversal



do pulvino de Zornia diphylla mostrando aspecto geral do sistema vascular, onde se nota o
floema (fl), xilema (xI) e medula reduzida com idioblastos fenolicos (seta) (Barra= 50 pm).
22. Seccdo transversal mostrando floema do pulvino de Mimosa flexuosa onde séo observados
elementos de tubo crivado (etc), células companheiras (cc), células parenquimaticas (cp) e
idioblastos (id) mucilaginoso (Barra= 30 pm). 23. Secc¢édo longitudinal do pulvino de Andira
humilis mostrando endoderme (en) com cristais de oxalato de célcio e fibras septadas com
paredes espessas com campos de pontoacdo primarios (setas) e septos (pontas de seta)

evidentes (Barra= 30 pm).
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ABSTRACT - (Endodermis of leguminous species primary pulvinus: structure and content).
The pulvini, structures responsible for leguminous species leaf movements, have an inner
cortical layer well delimited that is considered a typical endodermis. Its content is variable
and has been associated to the leaf movement velocity and kind: pulvini with fast nastic
movements show a large amount of starch grains in the endodermis; pulvini with slow nastic
movements have calcium oxcalate crystals beside the starch grains. However, such studies
were carried out with few leguminous species. To verify if this pulvinus structure-functioning
relation is consistent and extensive to other legumes, in this work we investigated the
structure and content of the pulvinus endodermic cells of nine leguminous species from
Brazilian cerrado, with different leaf movement kinds and velocity. For this, samples of
primary pulvinus median region were prepared following vegetal anatomy and ultrastructure
usual techniques. The endodermis in all species is easily discerned and feature by absence of
phenolic compounds and presence of starch grains. In the species with only slow nastic and
heliotropic movements, besides the starch grains, the endodermic cells have calcium oxalate
prismatic crystals. In Zornia diphylla, species with only heliotropic movements, the cell
features are similar to those species with fast nastic movements. The abundance of starch
grains and crystals vary according to the movement kind and velocity. The relation between
endodermic cell content and the nastic leaf movement velocity was confirmed in this study.

Key words- starch grains, crystals, endodermis, gravity, pulvinus, leaf movement

RESUMO - (Endoderme do pulvino primério de leguminosas: estrutura e contetdo). Os
pulvinos, estruturas responsaveis pelos movimentos foliares nas leguminosas, apresentam a
camada cortical interna bem delimitada, sendo considerada uma endoderme tipica. Seu

conteido é varidvel e tem sido associado com a velocidade e o tipo de movimento foliar:



pulvinos com movimentos nasticos rapidos apresentam grande quantidade de grdos de amido
na endoderme; ja, pulvinos com movimentos nasticos lentos possuem cristais de oxalato de
calcio, além dos grdos de amido. Entretanto, tais estudos foram conduzidos em poucas
especies de leguminosas. Para verificar se tal relacdo estrutura-funcionamento do pulvino €
consistente e extensiva as demais leguminosas, neste trabalho foram investigados a estrutura e
0 conteudo das células endodérmicas do pulvino primario de nove espécies de leguminosas
nativas do cerrado, com diferentes tipos e velocidades de movimento foliar. Para isso,
amostras da regido mediana do pulvino priméario foram processadas utilizando-se técnicas
usuais para estudos em anatomia e ultra-estrutura vegetal. A endoderme em todas as espécies
é facilmente distinguivel e se caracteriza pela auséncia de compostos fenolicos e presenca de
grdos de amido. Nas espécies que apresentam somente movimento foliar nastico e
heliotrépico lentos, além dos grdos de amido, as células endodérmicas possuem cristais
prisméaticos de oxalato de célcio. Em Zornia diphylla, espécie que apresentam somente
movimentos heliotrépicos, as caracteristicas celulares sdo similares a das espécies que
apresentam movimentos nasticos rapidos. A abundancia de grdos de amido e de cristais varia
de acordo com o tipo e a velocidade do movimento. A relacdo entre conteudo celular da
endoderme do pulvino e a velocidade de movimento foliar de nastia foi comprovada neste
estudo.

Palavras-chave- amido, cristais de oxalato de célcio, endoderme, gravidade, movimento

foliar, pulvino



Introducéo

Muitas espécies de angiospermas sdo capazes de realizar movimentos do tipo
nictinasticos, seismonasticos, heliotropicos ou gravitropicos, entre outros, levando a
alteracdes no posicionamento de 6rgdos vegetais.

A gravidade ¢ um dos fatores que servem como guia para 0 crescimento de Orgaos
vegetais, sendo 0s movimentos gravitropicos responsaveis pelo posicionamento apropriado
das folhas que garante a eficiéncia fotossintética e trocas gasosas (Chen et al. 1999).
Entretanto, existem poucos estudos sobre os processos de movimentacdo de folhas de
dicotiledéneas em resposta a gravidade, especialmente no que se refere ao papel dos pulvinos
(Fleurat-Lessard 1981). A maior parte dos trabalhos relata o papel dos pulvinos na gravi-
resposta em caules e folhas de cereais (Dayanandan et al. 1977, Kaufman et al. 1987, Song et
al. 1988, Chang et al. 2001).

Nas leguminosas, o posicionamento foliar adequado é assegurado pelo funcionamento
dos pulvinos localizados na base das folhas e foliolos. Histologicamente, o pulvino é
caracterizado por apresentar cortex parenquimatico amplo, sistema vascular em posicao
central com escassez de lignificacdo e medula reduzida ou ausente (Campbell & Garber 1980,
Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simén 1991, Rodrigues & Machado 2004, Machado &
Rodrigues 2004). A camada cortical mais interna dos pulvinos constitui-se numa endoderme,
conforme diferentes autores (Toriyama 1954, Fleurat-Lessard 1981, Fleurat-Lessard 1988,
Moysset & Simén 1991, Machado & Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado 2004) e tem
sido considerada a responsavel pela percepcdo da gravidade em folhas devido a presenca de
amiloplastos (Fleurat-Lessard 1981, Fleurat-Lessard 1988).

Em literatura encontram-se referéncias esparsas sobre uma possivel relagdo entre o
contetdo celular da endoderme dos pulvinos das leguminosas e o tipo de movimento foliar

apresentado. Assim, pulvinos responsaveis por movimentos foliares nasticos réapidos



apresentam somente grdos de amido na endoderme (Fleurat-Lessard 1988), enquanto que
pulvinos de folhas com movimentos nasticos lentos, além dos grdos de amido possuem
cristais de oxalato de calcio nas células endodérmicas (Morse & Satter 1979). Entretanto,
grande parte dos trabalhos refere-se a poucas espécies de leguminosas como Robinia
pseudoacacia L. (Moysset & Simon 1991), Albizzia julibrissin Durass. (Campbell & Garber
1980) e Mimosa pudica L. (Fleurat-Lessard 1988), sendo esta a espécie mais estudada e
caracterizada por movimentos foliares rapidos. Assim, torna-se necessario o estudo de um
numero maior de espécies, com diferentes tipos e velocidades de movimentos foliares, a fim
de verificar se tal associacdo é consistente e de ocorréncia geral entre as leguminosas. Neste
trabalho, sdo apresentados a estrutura e o conteudo das células endodérmicas do pulvino
primario de nove espécies de leguminosas nativas do cerrado, com diferentes tipos e

velocidades de movimento foliar.

Material e métodos

Foram selecionadas espécies com diferentes tipos e velocidades de movimento foliar:
movimentos nictinastico e heliotropico lentos (Bauhinia rufa, Copaifera langsdorffii, Senna
rugosa - Caesalpinioideae; Andira humilis e Dalbergia miscolobium - Faboideae;
Stryphnodendron polyphyllum - Mimosoideae), movimento heliotrépico lento (Zornia
diphylla - Faboideae) e movimentos seismonastico rapido e nictinastico e heliotropico lentos
(Mimosa rixosa e Mimosa flexuosa - Mimosoideae). As espécies estudadas foram agrupadas
em trés subfamilias segundo classificacdo de Polhill et al. (1981). Amostras da regido
mediana do pulvino primario foram retiradas de folhas completamente expandidas, coletadas
de exemplares vegetando em cerrado no municipio de Pratania-SP (S 22°48°50.2” e W
48°44’35.8™). Exsicatas foram depositadas no Herbéario BOTU, do Departamento de Boténica,

Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Botucatu.



Estudo anatomico

As amostras foram fixadas em FAA 50 por 48 horas (Johansen 1940). A seguir, parte
foi desidratada em série etilica, incluida em resina metacrilato e seccionada em micrétomo
rotativo semi-automatico; os cortes, com 6um a 8um de espessura, foram corados com Azul
de Toluidina 0,05%, pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) e montados entre lamina e laminula com
Permount. Outra parte das amostras foi estocada em alcool 70%, e posteriormente seccionada
com auxilio de micrétomo de Ranvier; os cortes com 14um de espessura foram clarificados
em hipoclorito de sodio a 20%, lavados em &gua acética 1%, corados com Safrablau
(Bukatsch 1972; Burger & Richter 1991) e montados entre lamina e laminula com glicerina.
Para os testes histoquimicos, cortes de material recém coletado, ndo fixado, foram tratados
com Sudan IV para deteccdo de substancias lipidicas (Johansen 1940); solugdo de Vermelho
de Ruténio a 0,02% para substancias pécticas (Jensen 1962); cloreto de zinco iodado para
deteccdo de amido (Jensen 1962); solugdo de cloreto férrico a 10% para substancias fenélicas
(Johansen 1940); floroglucina acidificada para lignina (Sass 1951) e &cido cloridrico a 10%
para cristais de oxalato de célcio (Johansen 1940). Os aspectos relevantes foram fotografados

em fotomicroscopio Zeiss®, utilizando filme Kodak® Asa 100 e T-Max Asa 100.

Estudo ultra-estrutural em microscopia eletronica de transmisséo (MET)

Para o estudo das caracteristicas subcelulares, amostras da regido mediana de pulvinos
foram fixadas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% em tampé&o fosfato 0,1M, pH 7,3 por 24
horas, pds-fixadas em tetroxido de ésmio a 1% no mesmo tampdo por 1hora, desidratadas em
série cetdnica e embebidas em Araldite® (Machado & Rodrigues 2004). As sec¢es ultrafinas
foram contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) e citrato de chumbo (Reynolds

1963), e entdo, examinadas ao microscopio eletrénico de transmisséo Philips® EM 301.



Resultados

O pulvino em todas as espécies estudadas apresenta cOrtex parenquimatico bastante
desenvolvido, onde se distinguem o cortex externo formado por varias camadas de células
volumosas repletas de contetdo fenolico, e o cortex interno constituido por duas ou trés
camadas de células menores sem contetdo fendlico como revelou a coloragdo com Azul de
Toluidina (figura 1), confirmado pelo teste com o cloreto férrico. A Ultima camada cortical é
facilmente distinguivel das demais pelo formato alongado ou ovoide e disposi¢cdo compacta
das células (figuras 1-5, 8, 9), parede periclinal interna relativamente mais espessada (figuras
2, 4, 5), citoplasma denso e presenca de grdos de amido (figuras 5, 9) que reagem
positivamente ao cloreto de zinco iodado (figuras 6-8, 10). Testes com Sudan IV produziram
resultados negativos, ndo sendo visualizadas estrias de Caspary nestas células. Em Copaifera
langsdorffii (figura 11), Andira humilis (figura 12), Bauhinia rufa (figura 13), Senna rugosa e
Stryphnodendron polyphyllum as paredes anticlinais e periclinal interna das células
endodérmicas mostram um espessamento em formato de “U” discretamente lignificado
evidenciado pelo tratamento com floroglucina acidificada.

Em Zornia diphylla (figura 7), Mimosa rixosa (figuras 6, 9, 10) e M. flexuosa os graos
de amido sdo mais abundantes e volumosos que nas demais espécies (figuras 5, 8). As células
parenquimaticas do cértex interno, adjacentes a endoderme, apresentam grdos de amido
esparsos e menores (figuras 8-10). Em Bauhinia rufa (figura 4), Copaifera langsdorffii
(figura 5), Senna rugosa (figura 2) e Andira humilis (figuras 3, 12) as células endodérmicas
apresentam, além de grdos de amido, cristais prismaticos de oxalato de célcio que sofrem
dissolucdo sob tratamento com &cido cloridrico a 10%. Na endoderme de Dalbergia
miscolobium e Stryphnodendron polyphyllum esses cristais séo menos abundantes. Em Zornia

diphylla, Mimosa rixosa e M. flexuosa ndo foram observados cristais prismaticos de oxalato



de célcio nas células endodérmicas. O conteddo das células endodérmicas das espécies
estudadas esta apresentado no quadro 1.

Ultra-estruturalmente, as células endodérmicas de modo geral apresentam paredes
elétron-densas (figuras 14 -17) com campos de pontoacdo primarios (figura 15) e
plasmodesmos amplos que conectam as células endodérmicas entre si (figuras 15, 20) e com
as células das camadas adjacentes (figuras 15, 17). Espacos intercelulares sdo pequenos
(figura 15) ou estdo ausentes (figura 14). O nucleo pode ser conspicuo com nucléolo evidente,
esférico de contorno varidvel (figura 16), ou alongado e reduzido (figura 21) e
caracteristicamente situa-se no pélo apical da célula (figura 16); os vactolos sdo de tamanho e
posicdo variaveis (figuras 14-16, 19, 21); no citoplasma sdo observados polirribossomos,
mitocdndrias (figuras 17 - 19, 21), dictiossomos pouco desenvolvidos (figuras 18), reticulo
endoplasmatico (figuras 20, 21) e amiloplastos (figuras 14-18). O reticulo endoplasmatico liso
pode ser observado nas adjacéncias da membrana plasmatica, especialmente mais abundantes
nas regides dos campos de pontoagdo primarios (figura 20) ou na forma de tubulos longos
extensivos pelo citoplasma (figura 21).

Os amiloplastos sdo caracterizados pelo formato ovoide a esférico e cada um apresenta
grdos de amido elipsdides em nimero e tamanhos varidveis (figuras 14-18); sdo mais
abundantes nas duas espécies de Mimosa e em Zornia diphylla (figura 18). A distribuicdo dos
amiloplastos nas células endodérmicas apresenta certo grau de polaridade, visto que ocorrem
em aglomerados na face periclinal interna (figura 14) ou na externa (figura 15). O contorno do
nacleo varia conforme a posicdo dos amiloplastos, sendo irregular (figura 16) ou
profundamente lobado quando os amiloplastos estdo proximos a ele, no pélo apical da célula
endodérmica. Quando os amiloplastos estdo na face oposta, o nucleo apresenta formato

esférico, de contorno regular.



As células endodérmicas que possuem cristais prismaticos de oxalato de calcio, em
geral apresentam as paredes periclinal interna e a porcdo inferior das paredes anticlinais mais
espessadas e elétron-densas (figura 22). Em Stryphnodendron polyphyllum os cristais
prismaticos de oxalato de calcio ocupam a maior parte do protoplasto da célula endodérmica e
aparecem envolvidos por uma parede celulésica ndo-lignificada, de espessura irregular
(figuras 23-26), ficando o ndcleo e o citoplasma com suas organelas confinados a uma
pequena porcdo periférica da célula (figuras 23-25). No citoplasma sdo observadas
mitocondrias, dictiossomos, reticulo endoplasmatico liso e numerosas gotas de 6leo de
diversos tamanho (figuras 23-24). Nas adjacéncias da uma parede delgada que envolve um
cristal (figura 26), o citoplasma é mais abundante que em outras regies da célula e apresenta
reticulo endoplasmatico extensivo e dictiossomos hiperativos com numerosas vesiculas
adjacentes, muitas delas em contato com a membrana plasmatica (figura 27), o que indica

sintese e deposicdo de material parietal.

Discussao

A relacdo entre o conteudo celular da endoderme do pulvino e a velocidade de
movimento foliar sugerida em literatura (Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simén 1991) foi
comprovada neste estudo. As células da endoderme do pulvino das espécies com movimentos
foliares nasticos rapidos, como Mimosa rixosa e M. flexuosa, apresentaram somente graos de
amido, enquanto que nas espécies que apresentam movimentos nictinasticos lentos, além dos
graos de amido foram encontrados cristais prismaticos de oxalato de célcio. Zornia diphylla,
espécie que apresenta somente movimentos heliotrépicos lentos, ndo possui cristais de oxalato
de calcio na endoderme, o que sugere que a relacdo entre o conteddo dessas células e a
velocidade de movimento apresentada é valida somente para espécies que apresentam

movimentos nasticos.



A presenca de uma endoderme com caracteristicas peculiares no pulvino primario de
todas as espécies estudadas esta de acordo com o descrito para pulvinos de outras
leguminosas (Toriyama 1954, Fleurat-Lessard 1981, Fleurat-Lessard 1988, Moysset & Simén
1991, Machado & Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado 2004). Ocorréncia de endoderme
com ou sem estrias de Caspary, estrias e amido ou somente amido, em folhas e caules aéreos é
uma caracteristica comum em angiospermas (Lersten 1997) e indica a continuidade estrutural
e funcional dos tecidos através da raiz, caule e folha (Menezes et al. 2005). Van Fleet (1950,
1961) demonstrou que as denominadas “células limitantes” ou “bainha amilifera” ou “bainha
dos feixes vasculares” que circundam o sistema vascular em caules e folhas possuem
caracteristicas histoquimicas como as de uma endoderme tipica de raiz e que elas podem se
desenvolver como tal. Segundo Van Fleet (1961), uma endoderme pode permanecer em seu
estagio primario, isto é, apenas com as estrias de Caspary, sofrer deposicdo de suberina nas
paredes ou ainda, deposicdo adicional de uma parede secundaria sobre o dep6sito de suberina.
Esse espessamento pode ser simétrico (em forma de “O”) ou assimétrico (em forma de “U”),
o qual pode sofrer lignificacdo como observado no pulvino das espécies de Caesalpinioideae
aqui estudadas. A funcdo dessas deposi¢des parietais nas células endodérmicas permanece
desconhecida em 6rgédos aéreos (Lersten 1997); entretanto, pode-se considerar que da mesma
forma que na raiz, sua funcéo seja delimitar e direcionar o fluxo de substancias entre o cortex
e o cilindro vascular do pulvino.

No presente estudo, constatou-se que a distribuicdo das organelas nas células
endodérmicas dos pulvinos segue o relatado por Chen et al. (1999) para as raizes. Este autor
descreve o0s estatocitos como células altamente polarizadas que contém reticulo
endoplasméatico em posicdo periférica, nlcleo posicionado no meio ou no polo apical e
amiloplastos densos sedimentados “no fundo” da célula. Segundo Fleurat-Lessard (1981,

1988) e Chang et al. (2001), a polaridade exibida pelas células endodérmicas esta relacionada



ao papel principal dessa camada celular, que é a percepcdo da gravidade. Segundo Fleurat-
Lessard (1981), nas folhas em posicdo normal, os amiloplastos estdo localizados na face
interna da célula endodérmica, enquanto o nucleo esta situado no pélo apical. Apds a inversao
de posicionamento da planta, os amiloplastos se movem para o pélo da célula onde esta o
nucleo, que caracteristicamente se localiza no pélo apical da célula. Embora no presente
estudo ndo tenham sido realizados estudos experimentais, as diferencas na posicdo dos
amiloplastos nas células endodérmicas possivelmente estdo associadas com o posicionamento
foliar.

As espécies que apresentam movimentos nasticos rapidos e somente heliotropicos
lentos evidenciaram gréos de amido em maior abundéncia e mais volumosos que nas demais
espécies estudadas. Esses resultados sugerem que existe uma relacdo entre a quantidade e o
volume dos grdos de amido com o tipo e velocidade do movimento foliar, conforme relatado
em literatura (Chang et al. 2001, Song et al. 1988). Song et al. (1988) relataram que quando o
amido se acumula nos plastidios em quantidade suficiente para causar a sedimentagdo dessas
organelas, ocorre a curvatura do pulvino em resposta a gravidade. Porém, se os plastidios
contém quantidade insuficiente de amido eles ndo sedimentam e os pulvinos ndo manifestam
curvatura.

O papel dos amiloplastos na curvatura do pulvino é bem estabelecido. De acordo com
Chang et al. (2001), durante a sedimentagdo dos amiloplastos, o contato destas organelas com
o reticulo endoplasmaético ocasionaria a abertura de canais de calcio nesta membrana, levando
a uma rapida distribuicdo de ions no citosol e mudancas na fosforilacdo de proteinas
contrateis, principalmente da actina. Segundo Sievers et al. (1991), a acdo gerada pela
sedimentacdo dos amiloplastos poderia alterar a membrana plasmatica ou a membrana do
reticulo, levando a ativacdo de canais mecano-sensitivos. A abertura desses canais poderia,

entdo, permitir um aumento no fluxo de célcio citoplasmatico, desencadeando a transducao do



sinal e levando a producédo de sinais fisiologicos. O envolvimento do célcio citosélico como
segundo mensageiro na transducdo dos sinais da gravidade nos estatocitos tem sido
hipotetizado por Chen et al. (1999). O gravitropismo é afetado por bloqueadores dos canais
ativados resultantes de estiramento das membranas, por inibidores de calmodulina ou por
atividade da calcio-ATPase (Sievers & Busch 1992). Além disso, altas concentracdes de
calcio foram encontradas nos estatocitos (Chandra et al. 1982). A distribuicdo do reticulo
endoplasmatico nas células endodérmicas corrobora essa teoria.

Cristais de oxalato de célcio ocorrem em muitas espécies de plantas na maioria dos
Orgdos e tecidos, mas pouco se sabe sobre sua funcdo nas células. Segundo Franceschi &
Horner (1980), ha evidéncias de que a sintese de oxalato esta relacionada ao balanco idnico;
assim, os cristais seriam a manifestacdo de um esforco para manter o equilibrio i6nico. Além
disso, conforme observado por Paiva & Machado (2005) no floema de folhas de Peltodon
radicans a formacdo de cristais de calcio na bainha do feixe vascular seria um mecanismo
regulador dos niveis de calcio no elemento de tubo crivado. Com relagdo a presenca de
cristais nas células endodérmicas do pulvino ndo foram encontradas explicacfes em literatura;
contudo, fica evidente que exercem algum tipo de influéncia sobre o0 movimento foliar, uma
vez que, estdo presentes somente em espécies com movimentos foliares lentos. Uma possivel
explicagdo seria o fato de que o calcio imobilizado na forma de cristais ndo poderia atuar na
producéo de sinais fisiolégicos, o que impediria a resposta rapida dos tecidos do pulvino a um
estimulo. J& nos pulvinos com movimentos répidos, o célcio se apresenta na forma livre,
estando assim disponivel para as reac6es calcio-dependentes.

Segundo Metcalfe & Chalk (1950) a ocorréncia de cristais solitarios envoltos por
espessamentos das paredes celulares no cértex primario, como observado na endoderme de
Stryphnodendron polyphyllum, é comum em leguminosas e caracteriza o que se conhece por

células cristarquicas. Embora ndo tenham sido estudadas ontogeneticamente, os dados



indicam que a compartimentalizacdo dessas celulas se d& apds a formacdo do cristal. A
observacdo de reticulo endoplasmatico e de dictiossomos hiperativos com numerosas
vesiculas nas adjacéncias da membrana plasmatica das células endodérmicas de
Stryphnodendron polyphyllum portadoras de cristais prismaticos indicam intensa sintese de
material de parede.

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem concluir que o conteudo celular da
endoderme dos pulvinos das leguminosas tem relagdo direta com a velocidade do movimento

nastico que as folhas apresentam.
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Quadro 1: Tipo de movimento foliar e contetido celular da endoderme do pulvino priméario das espécies

estudadas.
. L Movimento Grz_:\os de Cristais na
Subfamilia Espécie . amido na
foliar endoderme
endoderme
Bauhinia rufa Nictinastico e + +
(Bong.) Steud. heliotropico lentos
L Copaifera Nictinastico e
Caesalpinioideae .. o + +
langsdorffii Desf. | heliotropico lentos
Senna rugosa .(G' Nictinastico e
Don.) H.S. Irwin & s + +
heliotropico lentos
Barneby
Andira humilis Nictinastico e N N
Mart. Ex Benth. heliotrépico lentos
. IZ_)aIberg_la Nictinastico e
Faboideae miscolobium s + +
heliotrdpico lentos
Benth.
Zornia diphylla s
Py Heliotrdpico lento + -
Pers.
Seismonaéstico
Mimosa rixosa rapido; nictinastico N i
Mart. e heliotropico
lentos
Seismonastico
. . Mimosa flexuosa | rapido; nictinastico
Mimosoideae . + -
Mart. e heliotrépico
lentos
Stryphnodendron Nictinastico e N N

polyphyllum Mart.

heliotrépico lentos

Reacdo indicada como: -, negativo; +, positivo.













Legenda das Figuras

Figuras 1-13. Sec¢les transversais do pulvino primario de leguminosas do cerrado. 1.
Pulvino de Andira humilis mostrado células corticais externas (ce) ricas em compostos
fenolicos e células corticais internas (ci) menos volumosas e translicidas ao redor do sistema
vascular (sv) (Barra= 65 pm). 2. Senna rugosa mostrando cortex interno (ci) com células
endodérmicas justapostas, com cristais prismaticos de oxalato de calcio (setas) e nucleo
conspicuo na face periclinal externa (Barra= 20 pum). 3. Pulvino de Andira humilis mostrando
celulas endodérmicas com menor volume e cristais prismaticos de oxalato de célcio (setas).
sv= sistema vascular (Barra= 65 pm). 4. Pulvino de Bauhinia rufa, onde se observam células
endodérmicas com cristais prismaticos de oxalato de célcio (setas) e auséncia de contetdo
fendlico. sv= sistema vascular (Barra= 35 um). 5. Pulvino de Copaifera langsdorffii sob luz
polarizada mostrando cristais prismaticos de oxalato de calcio (setas) e grdos de amido (ga)
(Barra= 16 pum). 6. Secgéo do pulvino de Mimosa rixosa tratada com cloreto de zinco iodado
evidenciando gréos de amido em abundéncia na endoderme (en) (Barra= 40 um). 7. Seccdo
do pulvino de Zornia diphylla tratada com cloreto de zinco iodado mostrando abundancia de
gréos de amido na endoderme (en) (Barra= 65 pum). 8. Sec¢do do pulvino de Andira humilis
tratada com cloreto de zinco iodado mostrando poucos gréos de amido (ga) na endoderme
(en). sv= sistema vascular. (Barra= 27 pm). 9. Pulvino de Mimosa rixosa mostrando
numerosos gréos de amido (ga) na endoderme (en). sv= sistema vascular (Barra= 16 um). 10.
Seccdo do pulvino de Mimosa rixosa tratada com cloreto de zinco iodado onde se observam
numerosos grdos de amido (ga) na endoderme (en) e camadas adjacentes. sv= sistema
vascular (Barra= 20 pm). 11. Seccdo do pulvino de Copaifera langsdorffii tratrada com
floroglucina acidificada mostrando espessamentos lignificados (setas) na parede periclinal

interna das células endodérmicas (Barra= 65 um). 12. Seccdo do pulvino de Andira humilis



mostrando espessamentos (Setas) nas paredes anticlinais e periclinal interna das células
endodérmicas. sv= sistema vascular (Barra= 35 um). 13. Seccao do pulvino de Bauhinia rufa
tratada com floroglucina acidificada mostrando espessamentos de parede em formato de “U”

(setas) nas células endodérmicas (Barra= 35 pm).

Figuras 14-21. Eletronmicrografias das células endodérmicas do pulvino priméario de
leguminosas do cerrado. 14. Andira humilis mostrando amiloplastos agrupados na face
periclinal interna da célula endodérmica (en), que se encontra justaposta a célula de
parénquima (cp) e a fibra septada (fs) (Barra= 4 pm). 15. Zornia diphylla mostrando
amiloplastos aglomerados na face periclinal externa das células endodérmicas (en). As setas
indicam campos de pontoagdo que conectam as células endodérmicas entre si e com as células
adjacentes. Pequenos espacos intercelulares (ei) sdo observados. cp= célula parenquimatica;
fs= fibra septada (Barra= 4 pm). 16. Celula endodérmica do pulvino de Mimosa rixosa
mostrando citoplasma abundante, vacuoma pouco desenvolvido e amiloplastos proximos ao
nacleo (n), o qual apresenta nucléolo (nu) evidente e contorno irregular. cp= célula
parenquimatica (Barra= 1,5 um). 17. Regido de comunicacdo entre célula endodérmica e fibra
septada (fs) no pulvino de Mimosa rixosa. Na célula endodérmica observa-se amiloplasto (ap)
e numerosas mitocondrias (mi). Nas fibras septadas observam-se cloroplastos elipsoides. As
setas indicam plasmodesmos (Barra= 1 pum). 18. Célula endodérmica do pulvino de Zornia
diphylla com amiloplastos circundados por citoplasma. di= dictiossomos; mi= mitocondria
(Barra= 1 um). 19. Detalhe do pdlo apical da célula endodérmica mostrada na figura 16, onde
se observam numerosas mitocondrias (mi), polirribossomos e pequenos vacuolos (va). n=
nucleo. (Barra= 0,6 um) 20. Campo de pontoacdo primario entre duas células endodérmicas
no pulvino de Zornia diphylla. Observar a ocorréncia de reticulo endoplasmaético liso (rel) nas

proximidades da membrana plasmatica. pc= parede celular (Barra= 0,4 pum). 21. Mimosa



rixosa mostrando nucleo (n) alongado, mitocondrias (mi) e reticulo endoplasmatico liso (rel)
disperso no citoplasma e nas proximidades da membrana plasmatica. pc= parede celular

(Barra= 0,4 um).

Figuras 22-27. Eletronmicrografias das células endodérmicas do pulvino priméario de
Stryphnodendron polyphyllum. 22. Cristais (cr) prismaticos de oxalato de célcio nas células
endodérmicas e na camada cortical adjacente. As setas indicam espessamentos da parede
periclinal interna e da porcédo basal das paredes anticlinais das células endodérmicas. fs= fibra
septada (Barra= 5 pum). 23. Célula endodérmica com cristal (cr) prismatico de oxalato de
calcio envolto por parede celular (pc) de espessura variavel. Observar a presenca de
numerosas gotas de 6leo (ol) e vacuolo (va) (Barra= 1,3 um). 24. Detalhe da figura anterior
mostrando parede celular (pc) espessa ao redor do cristal (cr) e citoplasma denso com
dictiossomos (di), mitocéndrias (mi), reticulo endoplasmatico liso (rel) e gotas de 6leo (ol)
volumosas (Barra= 0,4 um). 25. Célula endodérmica mostrando cristal (cr) prismético de
oxalato de calcio compartimentalizado pela parede celular (pc). n= ndcleo (Barra= 1,3 pum).
26. Detalhe mostrando célula endodérmica dividida por parede delgada (seta). cr= cristal; pc=
parede celular; va= vactolo (Barra= 1 pm). 27. Detalhe da figura anterior mostrando
citoplasma proximo a parede delgada que delimita o cristal. Observar a ocorréncia de reticulo
endoplasmatico (re), dictiossomos (di) e numerosas vesiculas. As setas indicam fusdo de

vesiculas com a membrana plasmatica. va= vactolo (Barra= 0,25 pm).
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ABSTRACT - (Primary pulvinus vascular system of leguminous species from Brazilian
cerrado). The pulvinus functioning is mainly based on turgor and shape changes of cortical
parenchyma cells, called motor cells. Some evidences suggest that the pulvinus vascular
system plays an important role in the ions redistribution and stimulus transmission during the
leaf movements. However, studies about pulvinus structure are mainly restricted to cortical
cells analysis. In this work, the vascular system anatomy and ultrastructure of primary
pulvinus of leguminous species from Brazilian cerrado were studied, looking for evidences
that point its participation in the pulvinus functioning. Samples were excised from pulvinus
medium region of Bauhinia rufa, Copaifera langsdorffii, Senna rugosa, Andira humilis,
Dalbergia miscolobium, Zornia diphylla, Mimosa rixosa, Mimosa flexuosa e
Stryphnodendron polyphyllum and prepared following usual vegetal anatomy and
ultrastructure techniques. In all the studied species, the vascular system occupies central
position and is constituted of phloem, xylem, being delimited by a living septate fibers sheath.
The absence of fibers and sclereids, presence of phenolic idioblasts and abundance and
diversity of protein inclusions in the sieve tube members, are remarkable features of the
phloem. The xylem is characterized by pit vessels, parenchyma cells with poorly developed
vacuome and living fibriform elements. The lack of apoplastic barriers (lignin and suberin)
and the extensive simplastic continuity are features of the studied pulvini and corroborate the
hypothesis of the vascular system participation in their functioning.

Key words - anatomy, Fabaceae, pulvinus, vascular system, ultrastructure.

RESUMO - (Sistema vascular do pulvino primario de leguminosas do cerrado). O
funcionamento de pulvinos é baseado, principalmente, em mudancas de forma e tamanho das

celulas parenquimaticas corticais, denominadas células motoras. Algumas evidéncias sugerem



que o sistema vascular do pulvino exerce um importante papel na redistribuicdo de ions e na
transmissdo de estimulos durante os movimentos foliares. No entanto, os estudos sobre a
estrutura de pulvinos se restringem, em sua maioria, a analise das células corticais. Nesse
trabalho, foram investigadas a anatomia e a ultra-estrutura do sistema vascular do pulvino
primario de espécies de leguminosas nativas do cerrado, buscando evidéncias que indiquem
sua participacdo no funcionamento do pulvino. Amostras foram obtidas da regido mediana do
pulvino de Bauhinia rufa, Copaifera langsdorffii, Senna rugosa, Andira humilis, Dalbergia
miscolobium, Zornia diphylla, Mimosa rixosa, Mimosa flexuosa e Stryphnodendron
polyphyllum e processadas segundo técnicas usuais em anatomia e ultra-estrutura vegetal. Em
todas as espécies analisadas, o sistema vascular ocupa posi¢do central, constitui-se de floema
e xilema, sendo limitado externamente por uma bainha de fibras vivas septadas. Auséncia de
fibras e esclereides, presenca de idioblastos fendlicos e abundéancia e diversidade de inclusdes
proteicas nos elementos de tubo crivado, sdo caracteristicas marcantes do floema. O xilema é
caracterizado pela presenca de elementos de vaso pontoados, células parenquimaticas com
vacuoma pouco desenvolvido e elementos fibriformes com protoplasto vivo. Escassez de
barreiras apoplésticas (lignina e suberina) e extensiva continuidade simplastica séo
caracteristicas dos pulvinos estudados e corroboram a hipdtese da participacdo do sistema
vascular no funcionamento deste érgéo.

Palavras-chave- anatomia, Fabaceae, pulvino, sistema vascular, ultra-estrutura



Introducéo

A presenca de pulvinos bem desenvolvidos na base de folhas e foliolos € uma
caracteristica tipica das leguminosas (Judd et al. 1999). O pulvino é uma regido de grande
flexibilidade responsavel pelos movimentos foliares em resposta a estimulos externos e
internos, tais como estresse hidrico ou intensidade luminosa elevada (Grignon et al. 1992). As
vantagens dos movimentos causados pelos pulvinos incluem de um lado, a maximizagéo da
radiacdo absorvida em situacdes onde a luz € um fator limitante, ou, entdo, a reducdo do
estresse pela alta radiacdo, quando a fotossintese pode ser limitada, reduzindo assim a
transpiracdo, a temperatura foliar e a fotoinibicdo (Ehleringer & Forseth 1980, Koller 1990,
Caldas et al. 1997).

Os movimentos dos pulvinos sdo baseados principalmente em mudancas na forma e
tamanho das células corticais parenquimaticas, denominadas células motoras, causadas por
variagdes no turgor devido o fluxo de K e CI', além de outros fons juntamente com a agua
(Satter & Galston 1981, Moran et al. 1990). Algumas evidéncias sugerem que 0 Sistema
vascular, além das células motoras, também participa na redistribuicdo de ions e na
transmissdo de estimulos durante os movimentos foliares. Pfeffer (1907) foi quem primeiro
observou que a excisdo do cilindro vascular do pulvino fazia com que ndo ocorresse o
movimento dos foliolos. Desde entdo, diferentes autores (Toriyama 1953, 1954, Satter &
Galston 1981, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Moysset & Simén 1991) tém buscado
evidéncias que corroborem esta hipotese.

Entre as peculiaridades relatadas para o sistema vascular do pulvino das diferentes
leguminosas destaca-se uma extensiva continuidade apoplastica e simplastica entre os tecidos,
garantida pela auséncia de lignificacdo e suberizacdo dos tecidos e ocorréncia generalizada de
plasmodesmos, respectivamente (Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Moysset & Simon

1991). Chama a atencdo em todos os pulvinos estudados, a ocorréncia de uma bainha de



células vivas ao redor do floema, interpretada como sendo um colénquima (Esau 1970,
Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Moysset & Simon
1991). Em Pterodon pubescens Benth., Machado & Rodrigues (2004) observaram que esta
bainha € constituida por fibras septadas com protoplasto vivo, de origem periciclica.

As informacGes disponiveis sobre a ultra-estrutura dos tecidos vasculares dos
pulvinos de leguminosas sdo escassas, sendo as espécies mais estudadas aquelas pertencentes
a subfamilia Mimosoideae, especialmente Mimosa pudica que se  caracteriza por
movimentos foliares rapidos. Para as leguminosas nativas de cerrado, as informacoes
detalhadas sobre o sistema vascular de pulvinos séo restritas a Pterodon pubescens (Machado
& Rodrigues 2004, Rodrigues & Machado), uma leguminosa arbérea com movimentos
heliotropicos lentos. Assim, tornam-se necessarios estudos mais abrangentes, envolvendo um
maior nimero de espécies com movimentos foliares distintos, a fim de verificar se as
evidéncias estruturais da participacdo do sistema vascular nos movimentos foliares s&o
extensivas as demais leguminosas, além de esclarecer a natureza das células que circundam o
floema.

Nesse estudo, sdo apresentadas informagdes sobre a estrutura e os aspectos celulares
do sistema vascular do pulvino primario de espécies de leguminosas do cerrado, que

apresentam velocidades e tipos distintos de movimento foliar.

Material e métodos

Material botanico

Foram estudadas nove espécies de leguminosas com diferentes tipos de movimentos
foliares, distribuidas nas subfamilias Caesalpinoideae, Faboideae e Mimosoideae (quadro 1),
segundo classificacdo de Polhill (1981). Amostras da regido mediana do pulvino priméario

foram retiradas de folhas completamente expandidas, coletadas de exemplares vegetando em



cerrado no municipio de Pratania-SP (S 22°48°50.2”e W 48°44°35.8”). O comprimento e 0
diametro do pulvino (n= 10) de cada espéecie foram mensurados com auxilio de paquimetro

digital.

Estudo anatdmico

As amostras foram fixadas em FAA 50 por 48 horas (Johansen 1940). A seguir, parte
foi desidratada em série etilica, incluida em resina metacrilato e seccionada em micrétomo
rotativo semi-automatico; os cortes, com 6um a 8um de espessura, foram corados com Azul
de Toluidina 0,05%, pH 4,7 (O’Brien et al. 1964) e montados entre lamina e laminula com
Permount. Outra parte das amostras foi estocada em alcool 70%, e posteriormente seccionada
a mao-livre com auxilio de laminas de barbear ou com micrétomo de Ranvier; os cortes foram
clarificados em hipoclorito de sddio a 20%, lavados em agua acética 1%, corados com
Safrablau (Bukatsch 1972; Burger & Richter 1991) e montados entre 1dmina e laminula com
glicerina. Para os testes histoquimicos, cortes de material recém coletado, ndo fixado, foram
tratados com Sudan 1V para deteccdo de substancias lipidicas (Johansen 1940); solucdo de
Vermelho de Ruténio a 0,02% para substancias pécticas (Jensen 1962); reagente de Lugol
para amido (Johansen 1940); solucdo de cloreto férrico a 10% para substancias fendlicas
(Johansen 1940); floroglucina acidificada para lignina (Sass 1951) e &cido cloridrico a 10%
para cristais de oxalato de célcio (Johansen 1940). Os aspectos relevantes foram fotografados

em fotomicroscopio Zeiss®, utilizando filme Kodak® Asa 100 e T-Max Asa 100.

Estudo ultra-estrutural
Para as andlises ultra-estruturais em microscopia eletrénica de transmissao, amostras
foram primariamente fixadas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% em tampdo fosfato 0,1M,

pH 7,3 por 24 horas, pés-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% no mesmo tampao por uma



hora, desidratadas em série cetonica e embebidas em Araldite® (Machado & Rodrigues
2004). As seccgOes ultra-finas foram contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) e
citrato de chumbo (Reynolds 1963), e entdo, examinadas ao microscopio eletrdnico de

transmisséo Philips® EM 301.

Resultados
Anatomia do sistema vascular

O pulvino primario das espécies estudadas, em seccdo transversal, apresenta
epiderme unisserida revestida por cuticula de espessura variavel, cortex parenquimatico
desenvolvido e sistema vascular central (figura 1). Em Senna rugosa (figura 1), Copaifera
langsdorffii (figura 3) e Dalbergia miscolobium (figura 5) o sistema vascular é constituido por
feixes colaterais justapostos organizados em um anel, sem a ocorréncia de feixes medulares.
Em Bauhinia rufa (figura 2), o sistema vascular é formado por uma porcdo externa em
formato de anel aberto com as extremidades justapostas e dois feixes colaterais acessérios em
posicdo medular. Em Andira humilis (figura 4) o sistema vascular se apresenta na forma de
arco com as extremidades livres e curvadas para o exterior. Em Zornia diphylla (figura 6),
cinco feixes vasculares separados por parénquima interfascicular, organizam-se em um semi-
arco. Em Mimosa rixosa (figura 7), M. flexuosa (figura 8) e Stryphnodendron polyphyllum
(figura 9) os tecidos vasculares se apresentam organizados em um cilindro continuo.

A porc¢do mais externa do sistema vascular, nas espécies investigadas, é formada por
uma bainha de cerca de cinco a sete camadas de células pequenas, com parede primaria de
natureza pecto-celulésica fortemente espessada nao-lignificada (figuras 10, 12, 17). Essas
células apresentam citoplasma denso e ndcleo volumoso com nucléolo evidente, e podem se
dividir periclinalmente originando septos (figuras 12, 17). As sec¢Oes longitudinais (figura

13) e os elementos dissociados (figura 14) mostraram que estas células apresentam formato



alongado com as extremidades afiladas, paredes com campos de pontoacdo primarios
conspicuos e possuem trés ou mais septos cada uma, caracterizando-se, portanto, como fibras
septadas. Em Mimosa rixosa, M. flexuosa e Zornia diphylla a parede celular e os septos séo
mais delgados, o que torna mais dificil a visualizacdo dos septos tanto em seccOes
longitudinais quanto na analise dos dissociados. As fibras septadas substituem as fibras com
paredes espessas lignificadas que envolvem o floema na regido distal do pulvino e peciolo
(figura 11) da mesma espécie.

O floema do pulvino primério, em todas as espécies estudadas, é composto por
elementos de tubo crivado, células companheiras e células parenquimaticas (figuras 15-17).
Fibras e esclereides ndo foram observadas no floema de nenhuma das espécies estudadas.
Com excecdo de Zornia diphylla, o floema apresenta idioblastos com contetudo fendlico
(figura 10). Em Bauhinia rufa (figura 10), Andira humilis, Dalbergia miscolobium e Mimosa
rixosa esses idioblastos fendlicos sdo mais abundantes e volumosos. Em Bauhinia rufa, Senna
rugosa (figura 15) e Andira humilis o floema apresenta idioblastos contendo cristais
prisméticos de oxalato de célcio. Em M. rixosa ocorrem idioblastos de mucilagem que se
coram de rosa intenso com o Azul de Toluidina (figura 16).

No xilema do pulvino, elementos de vaso com Ilimen de contorno e tamanho
varidveis estdo associados a células parenquimaticas volumosas e fibras de paredes nédo-
lignificadas, aqui denominadas elementos fibriformes (figura 17). Em Dalbergia miscolobium
foram observadas células parenquimaticas contendo cristais prismaticos de oxalato de calcio.
Idioblastos fendlicos foram observados nos raios parenquimaticos do xilema de Bauhinia
rufa, Copaifera langsdorffii (figura 17), Andira humilis e Dalbergia miscolobium. Esses raios
atravessam o xilema e o floema e alcangam a bainha de fibras septadas (figura 17). Em
Mimosa rixosa, (figura 7) M. flexuosa (figura 8) e Stryphnodendron polyphyllum (figura 9) os

raios parenquimaticos sao pouco visiveis.



A medula é bastante reduzida (figuras 1-9), estando praticamente ausente em Mimosa
rixosa (figura 7) e M. flexuosa (figura 8). De maneira geral, é constituida por células
parenquimaticas menos volumosas quando comparadas com as células parenquimaticas
corticais. Em Bauhinia rufa, Copaifera langsdorffii, Andira humilis, Zornia diphylla, Mimosa
rixosa e M. flexuosa, as células parenquimaticas apresentam parede mais espessa e limen
estreito. Células com conteudo fendlico foram observadas em Bauhinia rufa, Andira humilis
(figura 4), Zornia diphylla e Mimosa flexuosa sendo mais numerosas em Dalbergia
miscolobium. Em Andira humilis (figura 4) e Zornia diphylla essas células destacam-se pelo

maior volume.

Ultra-estrutura do sistema vascular
O sistema vascular do pulvino primério de Copaifera langsdorffii, Senna rugosa,
Andira humilis, Dalbergia miscolobium, Zornia diphylla, Mimosa rixosa e Stryphnodendron

polyphyllum foi estudado ao microscépio eletrénico de transmiss&o.

Fibras septadas

As fibras septadas mostram paredes desde muito espessas com contorno irregular,
fibrilas com aspecto laxo e aspecto multi-lamelado como em Copaifera langsdorffii (figuras
18, 19) até paredes menos espessas como em Stryphnodendron polyphyllum (figura 22).
Campos de pontoacdo primarios (figura 19) com plasmodesmos (figura 20) conectam as
fibras septadas entre si e com as células dos tecidos adjacentes. Possuem nucleo conspicuo de
formato irregular com nucléolo evidente (figura 18), citoplasma denso com ribossomos livres,
polirribossomos, mitocondrias volumosas com cristas desenvolvidas (figuras 18, 20, 21),
dictiossomos com numerosas cisternas e vesiculas adjacentes, plastidios com grana

estruturado, estroma elétron-denso e incluses osmiofilicas (figura 21), reticulo



endoplasmatico (figura 21) e gotas de 6leo dispersas ou no interior de vacuolos (figura 21).
Os vacuolos sdo elétron-lucentes e podem ser pequenos como em Copaifera langsdorffii
(figuras 18, 21) e Mimosa rixosa ou ocupar quase todo o lumen celular como observado em
Stryphnodendron polyphyllum (figura 22). Na regido do septo, o citoplasma é mais abundante
e denso (figura 23). Cada septo € constituido por lamela mediana com numerosos

plasmodesmos e duas por¢des de parede celular priméria (figura 23).

Floema

O floema é composto por elementos de tubo crivado e células companheiras, além de
celulas parenquimaticas com vacuoma desenvolvido e conteddo elétron-lucente (figuras 24-
27) e idioblastos fenolicos (figura 24). Fibras e esclereides ndo foram observadas no floema
de nenhuma das espécies estudadas.

Os elementos de tubo crivado caracterizam-se pela presenca de paredes pecto-
celulésicas eletron-lucentes de espessura variavel e contorno interno irregular ligeiramente
eletron-denso (figuras 24-27). Em Zornia diphylla (figuras 26, 27) os elementos de tubo
crivado mostram paredes nacaradas identificadas pela grande espessura, contorno irregular e
aspecto laxo, podendo se apresentar parcial ou totalmente obliterados. Os elementos de tubo
crivado caracterizam-se ainda pela presenca de placa crivada, plastidios-P (figura 28) e
material protéico disperso (figuras 35-37). Acimulos de calose de tamanhos variaveis foram
observados ao redor dos poros das placas crivadas (figuras 28, 29) em todas as espécies
estudadas. Em Dalbergia miscolobium (figura 29) numerosos plasmosdesmos foram
observados atravessando os depositos de calose na placa crivada dos elementos de tubo
crivado.

O reticulo do elemento de tubo crivado, em todas as amostras analisadas, é

representado por uma rede de membranas tubulares, com grau de desenvolvimento variavel,



arranjadas perpendicularmente a superficie interna da parede celular (figuras 28, 30, 31)
podendo ou ndo se apresentar em toda a extensdo da parede. Mitocondrias globulares foram
observadas nas proximidades da membrana plasmatica dos elementos de tubo crivado e
podem estar totalmente ou parcialmente envoltas pelo reticulo do tubo crivado (figuras 32,
33). Os plastidios intactos sdo circulares (figuras 28, 33-35) e contém unicamente inclusdes
protéicas, o que os caracteriza como plastidios-P. Foram observados plastidios com inclusdes
protéicas na forma de corpos cristalinos e proteinas fibrilares (figuras 28, 33, 35) e plastidios
com corpos cristalinos, proteinas fibrilares e tubulares (figura 34).

No protoplasto dos elementos de tubo crivado das espécies estudadas, foi observada
abundancia e diversidade morfoldgica de material protéico vistas sob a forma de fibrilas
dispersas (figuras 35, 36) ou agrupadas em grumos (figura 36), filamentos proteicos (figura
35), proteinas tubulares (figura 37) e corpos cristalinos (figuras 27, 30, 37).

As células companheiras possuem paredes delgadas, ndcleo volumoso e citoplasma
denso (figuras 24-27) onde sdo visiveis ribossomos, mitocondrias volumosas e reticulo
endoplasmatico (figuras 38, 39); vaclolos e vesiculas sdo pequenos ou ausentes. Células
companheiras com paredes labirinticas digitiformes foram observadas em Zornia diphylla
(figuras 26, 27) e Mimosa rixosa (figura 39).

As células parenquimaticas (figuras 24-27), comuns mostram paredes com espessura
e eletron-densidade variavel com campos de pontoagdo primarios, citoplasma abundante onde
sdo visiveis cloroplastos elipsoides (figura 26) e vacuoma desenvolvido que pode se
apresentar elétron-lucente. Em Mimosa rixosa, o citoplasma é denso e apresenta muitos
ribossomos livres, mitocdndrias globulares com cristas proeminentes, reticulo endoplasmatico
rugoso e plastidios com vesiculas e plastoglobulos (figura 40).

Os idioblastos fendlicos sdo volumosos, possuem paredes delgadas, citoplasma e

nacleo periféricos e vacuolo central desenvolvido preenchido por conteido fortemente



eletron-denso, podendo apresentar também vacuolos menores preenchidos por substancias

lipidicas (figura 24).

Xilema

O xilema é composto por elementos de vaso pontoados rodeados por células
parenquimaticas e elementos fibriformes com protoplasto vivo (figura 41). PontoacGes
simples (figura 41) conectam os elementos de vaso entre si e com as células parenquimaticas
e elementos fibriformes na maioria das espécies estudadas. Em Copaifera langsdorffii e
Stryphnodendron polyphyllum (figura 42) os elementos de vaso apresentam pontoagdes
guarnecidas.

As células parenquiméticas comuns possuem paredes delgadas com numerosos
campos de pontoacao primarios mostrando plasmodesmos amplos que conectam essas células
entre si e com os elementos fibriformes; apresentam citoplasma abundante com mitocondrias
volumosas com sistema de membrana desenvolvido, cloroplastos com grédos de amido e
pequenos vacuolos (figura 43). Os plastidios apresentam grana desenvolvido, grdos de amido
elipsoides e globulos osmiofilicos em Dalbergia miscolobium e Zornia diphylla (figura 43).

Em Copaifera langsdorffii (figura 44), Stryphnodendron polyphyllum e Mimosa
rixosa (figura 45) ocorrem células de transferéncia caracterizadas pela presenca de paredes
labirinticas na face que tangencia as pontoacdes do vaso. Essas células apresentam nucleo
conspicuo e citoplasma denso e abundante com polirribossomos, numerosas mitocondrias,
reticulo endoplasmatico, plastidios com grana desenvolvido e vactolos de tamanhos variaveis
(figuras 44, 45). Em Mimosa rixosa (figura 45), as mitocondrias sdo relativamente maiores e
os plastidios tém inclus6es osmiofilicas.

Os elementos fibriformes mostram paredes bastante espessas multilameladas sendo a

camada parietal mais interna fortemente eletron-densa (figuras 41, 46); apresentam ndcleo



conspicuo com nucléolo evidente e vacuoma pouco desenvolvido; citoplasma denso e
abundante, onde s@o observados polirribossomos, mitocondrias (figura 46) e reticulo
endoplasmatico. Campos de pontoacdo primarios conectam os elementos fibriformes as

células parenquimaticas adjacentes (figura 46).

Discussao

A localizagdo central e a composicdo do sistema vascular do pulvino primario nas
espécies estudadas concordam, de um modo geral, com as descri¢fes para o pulvino de outras
leguminosas (Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Fleurat-Lessard & Roblin 1982, Moysset
& Simon 1991), exceto a presenga de uma bainha formada por fibras septadas ao redor do
floema. Essa regido periférica do sistema vascular dos pulvinos tem sido descrita como uma
bainha de colénquima ou parénquima colenquimatoso, que ocorre em substituicdo as fibras
floematicas (Esau 1970, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978, Fleurat-Lessard & Roblin 1982,
Moysset & Simon 1991, Grignon et al. 1992). Estudando Pterodon pubescens, uma
leguminosa arbérea de cerrado com movimentos foliares heliotrépicos, Machado e Rodrigues
(2004) observaram que a regido periférica do sistema vascular do pulvino primério €
constituida por fibras septadas originadas do periciclo. A presenca dessas células no pulvino
das nove espécies estudadas foi confirmada pela anélise de material dissociado que mostrou
fibras intactas com varios septos cada uma.

Segundo Fahn (1974), fibras septadas podem ter origem procambial ou periciclica.
No presente trabalho ndo foram realizados estudos ontogenéticos para elucidar a origem
dessas fibras, mas considerando que constituem uma regido bem delimitada entre a
endoderme e o floema pode-se sugerir que sejam originadas do periciclo. A presenca de um
periciclo, parenquimatico ou na forma de fibras, situado internamente e contiguo com a

endoderme em folhas foi mencionada por diferentes autores (Melo-de-Pinna & Menezes



2003, Menezes et al. 2005). A analise dessas fibras ao microscopio eletrdnico de transmissao
mostrou a presenca de protoplasto vivo com evidéncias de metabolismo ativo, além de seu
envolvimento na sintese e estocagem de lipideos. A funcéo de reserva € tida como uma das
principais funcdes das fibras septadas (Fahn 1974). Além disso, devido a elasticidade de suas
paredes ndo-lignificadas, provavelmente colaboram com o funcionamento do pulvino
(Machado & Rodrigues 2004). A auséncia de barreiras apoplésticas e a presenga de
plasmodesmos nas paredes dessas células aumentam as possiblidades de trocas laterais entre o
cortex e o cilindro vascular, como sugerido para outras espécies (Morse & Satter 1979,
Campbell et al. 1979, Satter et al. 1982, Moysset & Simén 1991).

A composicdo celular do floema do pulvino das espécies analisadas concorda com o
padrdo observado em Pterodon pubescens (Machado & Rodrigues 2004), contudo difere
daquela descrita para Mimosa pudica (Esau 1970, 1971, 1973) devido a auséncia de fibras e
esclereides e o maior didametro dos elementos de tubo crivado. A presenca de idioblastos
fendlicos no floema é uma caracteristica comum em leguminosas (Metcalfe & Chalk 1983).
No pulvino de Mimosa pudica tais idioblastos foram denominados “células secretoras”
(Haberlandt 1928, Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978), ou “células tubulares” (Kundu &
Saha 1968), sendo sua funcdo obscura. De acordo com Haberlandt (1928), essas células
podem constituir um sistema continuo no qual variagdes de pressdo sdo transmitidas a longas
distancias. De acordo com Sibaoka (1953), tais células estdo envolvidas na propagacdo das
“ondas-m”. Contudo, ndo existe suporte experimental que confirme essas provaveis funcgoes.

No presente estudo, os plastidios do tubo crivado contém unicamente inclusdes
protéicas de tipos morfoldgicos distintos (corpos cristalinos, proteinas fibrilares e tubulares) e
enquadram-se no tipo Plicf, segundo a classificagdo morfoldgica de Behnke (1981 apud

Eleftheriou 1990). Esta observacdo ndo concorda com a descrigdo do tipo de plastidio tipico



para as espécies de Fabaceae (Judd et al. 1999), os quais contém corpos protéicos cristalinos
e, geralmente, gréos de amido.

A morfologia e localizacdo do reticulo do elemento de tubo crivado no pulvino das
diferentes espécies analisadas sdo similares ao descrito para o floema de angiospermas
(Behnke 1981 apud Eleftheriou 1990). Entre as funcdes comumente atribuidas ao reticulo do
tubo crivado, estdo a participacdo no processo de translocacdo do floema, incluindo
canalizacdo do ATP das mitocOndrias intimamente associadas a porgdes de reticulo
endoplasmaético para as bombas de prétons presentes na membrana plasmatica; o aumento da
superficie para entrada de substancias no lumen dos elementos do tubo crivado, além de
funcionar como um sitio de acimulo de célcio (Sjolund & Shih 1983, Evert 1990). Com base
nessas consideragdes, é possivel supor que em pulvinos o reticulo do tubo crivado poderia
intervir na estocagem e liberacdo de fons, em particular o Ca?* e K* que ocorre durante os
movimentos foliares.

No presente trabalho, a abundancia e diversidade morfologica de material protéico
especifico do floema (porteina-P) constituem um aspecto marcante dos elementos de tubo
crivado e concordam com as observaces feitas no floema de Pterodon pubescens (Machado
& Rodrigues 2004). Embora ndo tenham sido realizados testes citoquimicos, as inclusdes
observadas nos elementos de tubo crivado do pulvino sdo similares, quanto ao aspecto e
elétron- densidade as proteinas-P descritas por Evert (1990) e Cronshaw & Sabnis (1990). Os
corpos de proteina-P dispersos ou acumulados na extremidade dos elementos de tubo crivado
ou nas proximidades da placa crivada aparentemente servem para selar os poros da placa
crivada de elementos de tubo crivado que sofreram injdrias, prevenindo a perda de
assimilados (Eschirich 1975).

No presente trabalho, a observacdo de proteina-P como uma rede de fibrilas e

filamentos ocupando todo o protoplasto do elemento de tubo crivado, pode ser considerada



uma evidéncia de boa preservacdo dessas ceélulas, mostrando pouco ou nenhum efeito de
técnica (Cronshaw & Anderson 1971, Behnke & Kiritsis 1983, Behnke 1986, Evert 1990).

Uma peculiaridade marcante do xilema do pulvino em todas as espécies aqui
estudadas foi a observacéo de elementos fibriformes com protoplasto vivo. Este tipo de célula
foi igualmente observado no xilema do pulvino primario de Pterodon pubescens (Rodrigues
& Machado 2004) substituindo as fibras com paredes lignificadas e pontoacdes simples
observadas no xilema do peciolo e raque desta mesma espécie.

Pontoacbes guarnecidas sdo interpretadas como um mecanismo que reduz a
vulnerabilidade das plantas a cavitacdo induzida por estresse hidrico ao prevenir a deflexdo e
aspiracdo da membrana da pontoacdo durante a falta de agua em espécies que habitam
ambientes com secas periddicas (Jansen et al. 2004). A ocorréncia de pontoacGes guarnecidas
nos elementos de vaso de Copaifera langsdorffii e Stryphnodendron polyphyllum indica a
presencga de um sistema hidraulico eficiente no pulvino dessas espécies.

As caracteristicas ultra-estruturais das células parenquimaticas com paredes
labirinticas no floema e no xilema, como nucleo volumoso, citoplasma abundante com
ribossomos, reticulo endoplasmatico, numerosas mitocondrias volumosas com sistema de
membranas desenvolvido e vacuoma pouco desenvolvido séo evidéncias da intensa atividade
metabdlica, incluindo sintese e intenso transporte lateral de ions e outras substancias (Taiz &
Zeiger 1998). Aspectos similares do parénquima vascular também foram relatados para o
pulvino de Mimosa pudica (Fleurat-Lessard & Bonnemain 1978).

As peculiaridades do cilindro vascular do pulvino de todas as espécies analisadas,
incluindo auséncia de fibras e esclereides no floema; reduzida lignificagdo dos tecidos
xilematicos, exceto dos vasos do xilema; a ampla ocorréncia de plasmodesmos conectando a
camada cortical mais interna as fibras septadas e estas ao parénquima do floema, xilema e

medula, associados a presenca de fibras com protoplasto vivo asseguram o fluxo simpléstico e



apoplastico de ions durante os movimentos foliares, aumentando as possibilidades de trocas
laterais em todo o sistema vascular. Segundo Fleurat-Lessard & Bonnemain (1978), a
continuidade simplastica do cilindro vascular dos pulvinos com o parénquima cortical
possiblitaria, também, a passagem da informacgédo propagada (ondas-m e ondas-s de Sibaoka
(1953)), ndo somente no floema, mas também nas células vivas do xilema.

Em conclusdo, os aspectos estruturais do sistema vascular do pulvino primério das
espécies de leguminosas estudadas confirmam a hipdtese sobre a participacdo do sistema

vascular no funcionamento do pulvino.
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Quadro 1. Espécies estudadas com seus respectivos hébitos, distribuidas dentro das trés subfamilias de
leguminosas.

Subfamilia Espécie Habito
Bauhinia rufa (Bong.) Steud arbustivo
Caesalpinioideae Copaifera langsdorffii Desf. arboreo
Senna rugosa (G. Don.) H. S. Irwin arbustivo
& Barneby

Andira humilis Mart. Ex Benth. arbustivo

Faboideae Dalbergia miscolobium Benth. arboreo
Zornia diphylla Pers. herbaceo

Mimosa rixosa Mart. rasteiro

Mimosoideae Mimosa flexuosa Mart. herbaceo

Stryphnodendron polyphyllum Mart. arbéreo

























Legenda das Figuras

Figuras 1-9. Fotomicrografias do pulvino primario de leguminosas do cerrado em sec¢édo
transversal. 1. Aspecto geral do pulvino de Senna rugosa onde se observa epiderme (ep)
unisseriada, cortex (ct) parenquimatico desenvolvido e sistema vascular (sv) central em forma
de um anel (Barra= 200 pm). 2-9. Aspecto geral do sistema vascular dos pulvinos. 2.
Bauhinia rufa. Sistema vascular em anel e dois feixes colaterais acessorios em posicéo
medular (Barra= 250 um). 3. Copaifera langsdorffii. Sistema vascular em formato de anel
(Barra= 250 pm). 4. Andira humilis. Sistema vascular na forma de um arco com as
extremidades livres e curvadas para o exterior (Barra= 250 um). 5. Dalbergia miscolobium.
Sistema vascular em formato de anel (Barra= 250 pm). 6. Zornia diphylla. Sistema vascular
na forma de semi-arco, formado por cinco feixes colaterais separados por parénquima
interfascicular (Barra= 125 pm). 7. Mimosa rixosa. Sistema vascular em formato de anel
(Barra= 160 pm). 8. Mimosa flexuosa. Sistema vascular em formato de anel (Barra= 110 yum).

9. Stryphnodendron polyphyllum. Sistema vascular em formato de anel (Barra= 160 pum).

Figuras 10-17. Fotomicrografias do sistema vascular do pulvino primario de leguminosas do
cerrado. 10. Secgéo transversal mostrando bainha de fibras septadas (fs) entre a endoderme
(en) e o floema (fl) do pulvino de Bauhinia rufa. Notar a ocorréncia de idioblastos fendlicos
bastante volumosos no floema (Barra= 30 um). 11. Seccdo transversal do peciolo de Bauhinia
rufa mostrando bainha de fibras lignificadas (flg) ao redor do floema (fl) (Barra= 30 pm). 12.
Detalhe das fibras septadas de Senna rugosa em seccdo transversal, onde se observa nicleo
(setas) conspicuo e divisdes periclinais (pontas de seta) (Barra= 20 um). 13. Seccéo
longitudinal do pulvino de Senna rugosa mostrando fibras septadas com nucleo evidente,

paredes pecto-celuldsicas espessas com campos de pontoacdo primarios (pontas de seta) e



septos (setas) (Barra= 20 um). 14. Dissociado do sistema vascular do pulvino de Senna
rugosa mostrando fibra septada com septos (setas) e campos de pontoacdo primarios (Barra=
50 um). 15. Seccdo transversal do pulvino de Senna rugosa mostrando floema com
elementos de tubo crivado (etc), células companheiras (cc) e células parenquimaticas (cp). A
seta indica idioblasto com cristal (Barra= 13 um). 16. Secc¢do transversal do pulvino de
Mimosa rixosa mostrando floema com elementos de tubo crivado (etc), células companheiras
(cc), células parenquimaticas (cp) e idiblastos (id) mucilaginosos (Barra= 20 pum). 17. Sec¢édo
transversal do pulvino de Copaifera langsdorffii mostrando fibras septadas (fs), floema (fl) e
xilema (xI). Raios parenquimaticos atravessam xilema, o floema e chegam até as fibras

septadas. A seta indica idioblasto fendlico no raio parenquimatico do xilema (Barra= 20 pm).

Figuras 18-23. Eletronmicrografias de fibras septadas do pulvino de leguminosas do cerrado.
18. Fibra septada do pulvino de Copaifera langsdorffii em corte longitudinal mostrando
parede (pc) pecto-celulésica espessada multilamelada, nucleo (n) desenvolvido com nucléolo
(nu) evidente e citoplasma denso com mitocéndrias (mi) e polirribossomos (Barra= 0,75 pm).
19. Seccédo transversal de fibra septada do pulvino de Copafiera langsdorffii mostrando
parede (pc) espessa multilamelada com aspecto laxo. cpp= campo de pontoacdo primario
(Barra= 1,3 um). 20. Detalhe mostrando campo de pontoacdo priméario com plasmodesmos
(setas) em fibra septada do pulvino de Mimosa rixosa. mi= mitocéndria (Barra= 0,3 um). 21.
Fibra septada de Copaifera langsdorffii mostrando plastidios (pl), polirribossomos,
mitocdndrias (mi), reticulo endoplasmatico (re) e gotas de 6leo (ol) dispersas no citoplasma e
dentro de vacuolos (va). pc= parede celular (Barra= 0,25 um). 22. Parte de fibra do pulvino de
Stryphnodendron polyphyllum onde se observam paredes delgadas e septo (Barra= 1,3 pum).

23. Detalhe da figura anterior mostando septo formado por lamela mediana (Im) e duas



porc¢des de parede celular (pc). Notar a ocorréncia de plasmodesmos e de citoplasma denso na

regido do septo (Barra= 0,3 um).

Figuras 24-27. Eletronmicrografias do floema do pulvino de leguminosas do cerrado. 24.
Aspecto geral do floema de Stryphnodendron polyphyllum mostrando idioblastos (id)
fendlicos, elementos de tubo crivado (etc) com limen amplo, células companheiras (cc) e
células de parénquima (cp). n= nucleo; ol= gotas de 6leo (Barra= 2,3 um). 25. Pulvino de
Mimosa rixosa mostrando elementos de tubo crivado (etc) com Iumen amplo, células
companheiras (cc) e células de parénquima (cp) (Barra= 1,5 um). 26. Floema do pulvino de
Zornia diphylla mostrando elementos de tubo crivado (etc), células companheiras (cc) com
invaginacgdes digitiformes na parede e células de parénquima (cp). Observar a ocorréncia de
agrupamentos de células floematicas (Barra= 3 um). 27. Detalhe da figura anterior mostrando
elementos de tubo crivado (etc) com paredes nacaradas, células companheiras (cc) com
paredes labirinticas e células de paréngquima (cp). A seta indica corpo proteico cristalino no

elemento de tubo crivado (Barra= 1,3 pm).

Figuras 28-34. Eletronmicrografias do floema do pulvino de leguminosas do cerrado. 28.
Elemento de tubo crivado de Mimosa rixosa onde sdo observados numerosos plastidios (pl)
com inclusdes proteicas. Notar a presenca de placa crivada (pcr) com acimulo de calose e
reticulo do tubo crivado (re) extensivo (Barra= 0,75 pm). 29. Detalne mostrando
plasmodesmos (setas) na placa crivada em elemento de tubo crivado do pulvino de Dalbergia
miscolobium. pr= poros da placa crivada (Barra= 0,15 pm). 30. Detalhe da figura 28
mostrando reticulo endoplasmatico liso (rel) extensivo na extremidade do elemento de tubo
crivado. pc= parede celular; *= corpo cristalino proteico (Barra= 0,2 um). 31. Reticulo do

tubo crivado (setas) proximos a membrana plasmatica no floema do pulvino de



Stryphnodendron polyphyllum. pc= parede celular (Barra= 0,2 um). 32. Detalhe mostrando
mitocondrias (mi) proximas a membrana plasmatica, envoltas por reticulo endoplasmatico liso
(rel) em elemento de tubo crivado de Mimosa rixosa. pc= parede celular (Barra= 0,2 um). 33.
Plastidio-P com inclus@es proteicas cristalinas (*) e proteinas fibrilares (pfi) no elemento de
tubo crivado de Stryphnodendron polyphyllum. Notar a ocorréncia de mitocondrias (mi)
envolta por reticulo endoplasmatico liso (rel) nas adjacéncias da membrana plasmatica. pc=
parede celular (Barra= 0,2 um). 34. Plastidio com corpo cristalino protéico (*) e proteinas
tubulares (pt) e fibrilares (pfi) no elemento de tubo crivado de Mimosa rixosa. pc= parede

celular (Barra= 0,2 pm).

Figuras 35-40. Eletronmicrografias do floema do pulvino de leguminosas do cerrado. 35.
Detalhe mostrando proteinas fibrilares (pfi) e filamentosas (pfl) no elemento de tubo crivado
de Stryphnodendron polyphyllum. O * indica corpo proteico cristalino dentro do plastidio
(Barra= 0,25 um). 36. Proteinas fibrilares dispersas e aglomeradas na forma de grumos (setas)
no elemento de tubo crivado de Andira humilis (Barra= 0,35 pum). 37. Proteinas tubulares (pt)
e corpo proteico cristalino (*) no elemento de tubo crivado do pulvino de Mimosa rixosa
(Barra= 0,15 pm). 38. Célula companheira (cc) no pulvino de Stryphnodendron polyphyllum
onde se observa nucleo (n) desenvolvido, mitocéndrias (mi) e gotas de dleo (ol). etc=
elemento de tubo crivado (Barra= 0,6 um). 39. Detalhe de célula de transferéncia no pulvino
de Mimosa rixosa onde se observam proje¢des (*) da parede, nicleo (n) desenvolvido com
nucléolo (nu) evidente, mitocondrias (mi), reticulo endoplasméatico rugoso (rer),
polirribossomos e vesiculas (Barra= 0,4 pum). 40. Célula parenquimatica do pulvino de
Mimosa rixosa mostrando numerosas mitocondrias (mi) volumosas, reticulo endoplasmatico

rugoso (rer), polirribossomos, plastidios (pl) com plastoglobulos e vesiculas (Barra= 0,25

pm).



Figuras 41-46. Eletronmicrografias do xilema do pulvino de leguminosas do cerrado. 41.
Aspecto geral do xilema do pulvino primario de Mimosa rixosa mostrando elementos de vaso
(ev), elementos fibriformes (ef) e células de parénquima (cp) (Barra= 5,5 um). 42. Detalhe de
elemento de vaso do pulvino de Stryphnodendron polyphyllum mostrando pontoacdes
guarnecidas (Barra= 1,3 um). 43. Celula parenquimatica do xilema do pulvino de Zornia
diphylla, onde sdo observadas mitocondrias, plastidios (pl) com grdos de amido e
plastoglébulos, polirribossomos e vaclolos (va). A seta indica campo de pontoagdo com
plasmodesmos. ev= elemento de vaso (Barra= 1,0 um). 44. Célula de transferéncia em contato
com pontoagdes guarnecidas do elemento de vaso (ev) de Copaifera langsdorffii mostrando
invaginacgdes (*) da parede, nucleo (n), mitocdndrias (mi), plastidio (pl), polirribossomos e
vesiculas (Barra= 0,6 um). 45. Célula de transferéncia do xilema do pulvino de Mimosa
rixosa, onde sdo observadas mitocondrias (mi), plastidios (pl) com plastoglébulos, reticulo
endoplasmatico rugoso (rer), polirribossomos e vesiculas e vacuolos (va). Os * indicam
vilosidades da parede (Barra= 0,6 pm). 46. Detalhe de elemento fibriforme no xilema do
pulvino de Mimosa rixosa mostrando nucleo (n) conspicuo com nucléolo (nu) evidente,
mitocdndrias (mi), polirribossomos e vacuolos (va). Observar a ocorréncia de campo de

pontoacéo (seta) (Barra=0,75um).
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Considerac0es finais

Esse trabalho possibilitou a complementacdo dos estudos sobre anatomia e ultra-
estrutura dos pulvinos de espécies de leguminosas, além de fornecer informacdes detalhadas
sobre a endoderme e o sistema vascular dos pulvinos de leguminosas com diferentes tipos e
velocidades de movimento foliar.

De um modo geral, as caracteristicas estruturais e ultra-estruturais observadas para o
pulvino primario das espécies estudadas séo tipicas de pulvinos de leguminosas e semelhantes
ao descrito em literatura. Independentemente da subfamilia a qual pertencem, os pulvinos de
leguminosas apresentam um padrdo geral de organizacdo anatémica que lhes conferem
caracteristicas apropriadas a sua funcéo, tais como cortex parenquimatico desenvolvido, com
contetdo fendlico nas espécies somente seismonasticas, endoderme repleta de graos de amido
e sistema vascular central com redugéo de lignificagéo.

A andlise das células da endoderme dos pulvinos permitiu-nos confirmar a relacédo
existente entre o conteudo de tais células e o tipo e velocidade de movimento foliar
apresentados, como sugerido em literatura para algumas espécies nasticas; além disso, o
estudo do pulvino de Zornia diphylla, espécie que apresentam somente movimentos
heliotropicos, permitiu-nos a observacdo de que o conteudo celular da endoderme é idéntico
aquele apresentado pela endoderme de pulvinos de espécies com movimentos seismonasticos
rapidos.

Quanto ao sistema vascular, nossos dados corroboraram a existéncia de fibras septadas
ao redor do floema, ao invés de colénquima, em todas as espécies estudadas, contrariamente
ao descrito na maior parte da literatura. As peculiaridades observadas no floema e xilema
confirmam a hipdtese da participacdo do sistema vascular no funcionamento do pulvino.

As peculiaridades estruturais apresentadas pelos pulvinos relacionam-se com sua
funcdo principal, que é promover o ajuste do posicionamento das folhas em situagdes
adversas. A falta de lignificacdo dos tecidos proporciona maior flexibilidade a esta regido da
folha; a auséncia de barreiras apoplasticas e a ocorréncia generalizada de plasmodesmos
favorecem a continuidade apoplastica e simplatica, respectivamente, desde a epiderme até o
cilindro vascular do pulvino. Tal continuidade é fundamental para a rapida redistribuicdo de
ions que se da durante os movimentos foliares e constitui uma caracteristica diferencial do

pulvino em relacdo as demais regides foliares.
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