AVA

AVAVAV
u n e s p - -
UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 1B s
‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Caracterizaciao da micromorfologia da superficie de folhas e perianto e da
anatomia foliar de Calopogonium Desv. (Leguminosae, Papilionoideae)
como subsidio a taxonomia do género

Beatriz Freitas Melo
Orientadora: Prof®. Dra. Silvia Rodrigues Machado

Co-orientadora: Prof®. Dra. Ana Paula Fortuna Perez

BOTUCATU - SP

2025



Beatriz Freitas Melo

Caracterizacao da micromorfologia da superficie de folhas e perianto e da anatomia
foliar de Calopogonium Desv. (Leguminosae, Papilionoideae) como subsidio a taxonomia
do género

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obtencao do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas.

Orientadora: Prof®. Dra. Silvia Rodrigues
Machado.

Co-orientadora: Prof*. Dra. Ana Paula Fortuna
Perez

BOTUCATU

2025



Melo, Beatriz Freitas
M528c - . . - . .
Caracterizacio da micromorfologia da superficie de folhas e perianto e da anatomia
foliar de Calopogonium Desv. (Leguminosae, Papilionoideae) como subsidio 4
taxonomia do género / Beatriz Freitas Melo. -- Botucatu, 2025

46 p. : tabs., fotos

Trabalho de conclusio de curso (Bacharelado - Ciéncias Biologicas) - Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias, Botucatu
Orientadora: Silvia Rodrigues Machado

Coorientadora: Ana Paula Fortuna-Perez

. Anatomia vegetal. 2. Calopogonium. 3. Leguminosae. 4. Taxonomia vegetal. 1.

Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor{a).




BEATRIZ FREITAS MELO

Caracterizagao da micromorfologia da superficie de folhas e
perianto e da anatomia foliar de Calopogonium Desv.
(Leguminosae, Papilionoideae) como subsidio a taxonomia do
género

Trabalho de Conclusdo de Curso,
apresentado a Universidade Estadual
Paulista, como parte das exigéncias para
a obtencao do titulo de Bacharel, do curso
de Graduacao em Ciéncias Bioldgicas.

Botucatu, 28 de julho de 2025.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Silvia Rodrigues Machado

Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB),
Departamento de Biodiversidade e Bioestatistica.

MsC. Gildean Macédo do Nascimento

Programa de Pds-Graduagao em Biologia Vegetal, Interunidades entre o Instituto de
Biociéncias de Botucatu e o Instituto de Biociéncias de Rio Claro.



Agradecimentos

A jornada para este trabalho nao teria sido possivel sem o apoio de diversas pessoas a
quem eu gostaria de expressar a minha mais sincera gratidao.

A minha familia, em especial, a minha mae Ariana de Barros, por todo o amor
incondicional, incentivo, carinho e amparo durante toda a minha vida. Muito obrigada, mae.
Gostaria também de agradecer a minha irma de quatro patas, minha cachorra Laika, que me
trouxe alegria e esperanga nos momentos dificeis, as memorias que tenho com ela me dao
forcas para continuar.

A Universidade Estadual Paulista “’Julio de Mesquita Filho” (Unesp), Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Departamento de Biodiversidade e Bioestatistica pela estrutura e
oportunidade.

Aos colegas e equipe do LaPAV (Laboratério de Pesquisas em Anatomia Vegetal)
pelo companheirismo, pela ajuda, pelo conhecimento trocado, pelas festas e pelo ambiente
agradavel de trabalho que todos proporcionaram.

Ao Herbario Irina Delanova Gemtchujnicov (BOTU) e toda sua equipe, pelo
fornecimento do material analisado, pelo acolhimento, pelos cafézinhos e pelo ambiente
agradavel que todos ali também proporcionaram.

Aos funciondrios do Centro de Microscopia Eletronica (CME), pela disponibilidade,
por sempre estarem dispostos a tirar minhas diividas e ensinar como mexer no equipamento
com muito carinho.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (Fapesp) pela Bolsa de
Iniciacao Cientifica - Processo 2023/06855-0. - possibilitando a minha dedicacgdo integral a
este trabalho de pesquisa, e auxilio financeiro por meio do Processo 2021/13392-0 que
possibilitou a compra de insumos € manutencao do LaPAV.

A minha orientadora, Prof*. Dra. Silvia Rodrigues Machado, por toda sua ajuda,
paciéncia, confianga, carinho e dedicagao ao longo deste processo. Seus ensinamentos foram
de imenso valor para mim, muito obrigada por oferecer uma orientagdo encorajadora € um
ambiente agradavel para que eu retirasse minhas duavidas.

A minha co-orientadora Prof*. Dra. Ana Paula Fortuna Perez pela orientacio, pela
oportunidade de realizar este trabalho, pelo carinho, por suas aulas € por me mostrar e
apresentar o quao maravilhoso o mundo da botanica pode ser.

Aos estudantes de pos-graduacao Gildean Macédo do Nascimento, pela companhia,
pelo material utilizado neste estudo, pela imensa ajuda e paciéncia em me ensinar sobre o
género e todo auxilio nas analises morfolégicas e taxondomicas, e Karla Bianca de Deus
Bento, por todo incentivo, pelos ensinamentos, pelos passeios e por todo o treinamento
técnico em laboratorio dentro do LaPAV.



Aos meus amigos, que compartilharam comigo as alegrias e os desafios nesta longa
caminhada universitaria e que fizeram esta ser uma experiéncia muito mais leve e divertida.
Obrigada pelas conversas, risadas, por todo apoio e pela companhia.

Ao Gustavo Alves Wanderley, por todo o amor, cuidado, apoio e companheirismo
durante todo este processo.

r

A Deus ¢ a tudo que ¢ mais sagrado, pela minha vida e pelas pessoas incriveis e
maravilhosas que tenho a honra de participarem dela.

Por fim, agradeco a todos aqueles que, de alguma forma, direta ou indiretamente,
contribuiram para a realizacdo deste trabalho, seja com palavras de apoio, sugestdes ou
simplesmente sua presen¢a. A todos vocés, agradego imensamente. Muito obrigada!



RESUMO

Calopogonium Desv. ¢ um género de Leguminosaec morfologicamente uniforme,
possuindo caracteristicas que se sobrepdem, fato que dificulta a defini¢ao precisa dos taxons.
O objetivo deste estudo foi analisar comparativamente a micromorfologia da superficie foliar
e do perianto (e estruturas folidceas associadas - estipulas, bracteas e bractéolas) e a anatomia
foliar das quatro espécies brasileiras do género (C. caeruleum [Benth.] C. Wright, C.
galactioides [Kunth] Benth. ex Hemsl., C. mucunoides Desv. e C. velutinum [Benth.]
Amshoff) como subsidio a taxonomia. Foram utilizadas amostras herborizadas e amostras
recém-coletadas e fixadas, analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) e cortes
anatomicos em historesina de metacrilato que foram analisados em microscépio com camera
digital acoplada. Cuticula lisa, paredes anticlinais com dobras e ondulagdes, parede periclinal
externa papilosa, estdbmatos anomociticos com anel periestomatico elevado, tricomas tectores
simples filiformes, tricomas glandulares capitados, mesofilo dorsiventral com parénquima
palicaddico e parénquima esponjoso compostos por no minimo duas camadas, cristais
prismaticos de oxalato de calcio, feixes vasculares colaterais de calibres variados e sistema
vascular da nervura central formado por feixes colaterais dispostos em arco ou semiarco sao
caracteristicas comuns aos Orgdos foliares das quatro espécies examinadas. Folhas
anfiestomaticas ocorreram em trés espécies, enquanto folha hipoestomatica ocorreu
unicamente em C. galactioides. Tricomas tectores com base elevada em forma de roseta
ocorreram na superficie abaxial de C. galactioides ¢ C. caeruleum. Ceras epicuticulares de
mesmo padrdo ocorreram na superficie abaxial de C. velutinum, C. galactioides e C.
caeruleum. Lacunas de ar foram observadas apenas em C. mucunoides e C. caeruleum.
Parénquima paravenal foi encontrado em C. velutinum, C. galactioides e C. caeruleum. Os
resultados obtidos possuem valor unificador e diagndstico e podem contribuir para agrupar
e/ou segregar os taxons conforme suas afinidades dentro do grupo em questdo.
Adicionalmente, estas caracteristicas também possibilitam inferéncias com o tipo de
ambiente de ocorréncia dessas espécies que se da, sobretudo, em areas abertas de vegetacdes

diversas.

Palavras-chave: anatomia vegetal, Calopogonium, Leguminosae, taxonomia vegetal.



ABSTRACT

Calopogonium Desv. is a morphologically uniform genus of Leguminosae with
overlapping characteristics, making precise taxon definition difficult. The objective of this
study was to comparatively analyze the micromorphology of the leaf surface and perianth
(and associated foliaceous structures—stipules, bracts, and bracteoles) and the leaf anatomy
of the four Brazilian species of the genus (C. caeruleum [Benth.] C. Wright, C. galactioides
[Kunth] Benth. ex Hemsl., C. mucunoides Desv., and C. velutinum [Benth.] Amshoff) as a
subsidy to taxonomy. Herborized samples and freshly collected and fixed samples were
analyzed by scanning electron microscopy (SEM), and anatomical sections in methacrylate
historesin were analyzed under a microscope with an attached digital camera. Smooth cuticle,
anticlinal walls with folds and undulations, papillary outer periclinal wall, anomocytic
stomata with a raised peristomatic ring, simple filiform tector trichomes, capitate glandular
trichomes, dorsiventral mesophyll with palisade parenchyma and spongy parenchyma
composed of at least two layers, prismatic calcium oxalate crystals, collateral vascular
bundles of varying calibers, and a midrib vascular system formed by collateral bundles
arranged in an arc or semi-arc are common features of the leaf organs of the four species
examined. Amphistomatic leaves occurred in three species, while a hypostomatic leaf
occurred only in C. galactioides. Tector trichomes with a raised, rosette-shaped base occurred
on the abaxial surface of C. galactioides and C. caeruleum. Epicuticular waxes of the same
pattern occurred on the abaxial surface of C. velutinum, C. galactioides, and C. caeruleum.
Air gaps were observed only in C. mucunoides and C. caeruleum. Paravenal parenchyma was
found in C. velutinum, C. galactioides, and C. caeruleum. The results obtained have unifying
and diagnostic value and can contribute to grouping and/or segregating taxa according to
their affinities within the group in question. Additionally, these characteristics also allow
inferences regarding the type of environment in which these species occur, which occurs

primarily in open areas with diverse vegetation.

Keywords: plant anatomy, Calopogonium, Leguminosae, plant taxonomy.
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1. INTRODUCAO

Calopogonium Desv. ¢ um género de Leguminosae constituido por trepadeiras e ervas
prostradas, perenes, possuindo atualmente oito espécies descritas, que se distribuem nas
regides tropicais e temperadas do globo (CARVALHO-OKANO & LEITAO-FILHO 1985).
Para o Brasil, assim como para a América do Sul, o género ¢ representado por quatro espécies
(C. caeruleum (Benth.) C.Wright., C. galactioides (Kunth) Benth ex. Hemsl., C. mucunoides
Desv. e C. velutinum (Benth.) Amshoff), com ampla distribui¢do no territério nacional e
continental, principalmente C. mucunoides, que pode ser encontrada em todos os Estados

brasileiros, bem como, praticamente em todos os paises da América do Sul, com exce¢do do

Chile e Uruguai (CARVALHO-OKANO & LEITAO-FILHO 1985).

Os representantes de Calopogonium sido adaptados as condigdes quente e umida das
regides tropicais; sdo extremamente sensiveis a geadas, porém muito resistentes a seca;
desenvolvem-se bem em qualquer tipo de solo, mesmo nos muitos acidos. E utilizado para a
protecdo do solo, adubagdo verde ou como forrageira consorciada; € bem aceita pelos animais
(apesar de ndo possuir grande palatabilidade devida a abundancia de tricomas nas folhas), no
periodo da seca ou quando fenado, além de possuir um grande valor nutricional (LORENZI

etal. 2014).

A tltima e mais recente revisdo para o género foi realizada por Carvalho-Okano
(1982), com as espécies de ocorréncia no Brasil. Neste trabalho, a autora reconheceu apenas
quatro espécies que sdao validas até o presente; ainda assim, sinonimizou varias outras

espécies.

Estudos morfoanatémicos vém sendo utilizados com sucesso na delimitagao de taxons e
descoberta de novas espécies em varios grupos de leguminosas (SARTORI & TOZZI
2002; FRANCINO  2010; CANDIDO et al. 2014;DEVECCHI et al. 2014
FORTUNA-PEREZ et al. 2016, 2018, 2021; MENDES et al. 2019; CASTRO-SILVA et al.
2021; GISSI et al. 2022). No entanto, em se tratando do género Calopogonium, ha relato de
poucos estudos morfoanatdmicos detalhados com este foco. Dados anatdmicos para o grupo
foram compilados por Solereder (1908), que relatou a presenga de sacos taniferos
encontrados no mesofilo foliar ¢ de células idioblasticas contendo substancias taniferas, de
coloracdo marrom quando secos. Cristais em forma de bastonete foram reportados no tecido

palicddico em espécies (ndo especificadas) do género por Metcalfe e Chalk (1950).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0032
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0028
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0029
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0013
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0367253021002310?casa_token=5Fsgoai8KhEAAAAA:xlIAHbWuShnm_SF7ECBunuUEawCtbFlQhJ5PbPmjV0x1CBATUgHGBDD6hB41Ibq6QRZogpPccwk#bib0013

Diaz-Castelazzo et al. (2005) relataram a presenga de nectarios extraflorais vascularizados,
que sdo formados na cicatriz deixada pela abscisao foliar ou pedicelar, bem como, a presenga
desses nectarios, nao vascularizados, em forma de tricomas capitados em Calopogonium

caeruleum.

Observagdes macroscopicas preliminares realizadas em material herborizado mostraram
glandulas nas folhas, perianto e estruturas folidceas associadas (estipulas e bracteas), cuja
categorizagdo morfologica e possiveis compostos secretados ainda ndo se conhece. Além de
importancia na taxonomia, estruturas glandulares na superficie das plantas sdo fontes de uma
variedade imensa de compostos (mucilagens, fenolicos, resinas e 6leos volateis por exemplo)
com destacada importancia econdmica e ecologica (JUNIPER & JEFFREE 1983;
ROSHCHINA & ROSHCHINA 1993; EVERT 2006). O papel das secregdes vegetais na
protecao contra ataques de insetos e patdgenos € na protecdo contra danos produzidos por
condi¢des ambientais adversas tem sido comprovado em diversos estudos (JUNIPER &
JEFFREE 1983; ROSHCHINA & ROSHCHINA 1993; EVERT 2006). Informagdes neste
ambito sdo necessarias ao grupo em questdo, seja como estudo complementar, descritivo,
investigativo ou comparativo, tendo em vista a presenca e abundancia de alguns caracteres

morfologicos criticos, como a presenca de indumento glandular.

Considerando que: 1) a maioria das espécies de Calopogonium ocorre no Brasil, ii) que a
sobreposi¢do de caracteres diagnosticos de muitas de suas espécies com as espécies de outros
géneros relacionados dificultam a identificacio nos herbarios, 1iii) faltam trabalhos
morfoanatdmicos detalhados com abordagem taxonOmica, o presente projeto teve por
objetivo realizar um estudo morfoanatomico comparativo das espécies de Calopogonium
como subsidio a taxonomia do género, com foco na folha e perianto e estruturas folidceas

associadas (estipulas e bracteas).

2. MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram estudadas quatro espécies de Calopogonium (C. caeruleum
(Benth.) C.Wright; C. galactioides (Kunth) Benth. ex Hemsl.; C. mucunoides Desv. e C.

velutinum (Benth.) Amshoff), que estdo listadas na tabela 1.



Os representantes de Calopogonium estudados possuem caules finos, flexiveis e
vollveis recobertos por tricomas ferrugineos. Andlises morfoldgicas prévias foram realizadas
e comparadas com a literatura disponivel (CARVALHO-OKANO & LEITAO-FILHO 1985,
NASCIMENTO 2024).

e Calopogonium velutinum possui folhas trifoliadas, pecioladas e peninérveas com
foliolos peciolulados, estipelados e indumento velutino em ambas as faces (Fig. la,
b). O indumento ¢ geralmente mais denso nas nervuras principais. O foliolo terminal ¢
simétrico com 4pice atenuado e base arredondada. (Fig. 1a) Possui inflorescéncias
axilares, pseudorracemosas, com nodosidades. Bractea tUnica, linear-lanceolada, e
bractéolas caducas aos pares. O célice € tubuloso ¢ a corola vinacea (Fig. 1c¢).

® Calopogonium galactioides possui folhas trifoliadas, pecioladas e peninérveas com
foliolos peciolulados e estipelados (Fig. 1e). O indumento ¢ glabro na face adaxial,
possuindo tricomas apenas na nervura central, e pubescente a sericeo, esbranquigado,
na face abaxial. O foliolo terminal e os laterais sdo simétricos, com base arredondada
e apice retuso (1d, e). Possui inflorescéncias em pseudorracemos, axilares ou
terminais. Bractea lanceolada e bractéolas aos pares linear-lanceoladas. O calice ¢
tubuloso com indumento pubescente a sericeo e a corola ¢ azul-violeta (Fig. 1f).

e Calopogonium mucunoides possui folhas trifoliadas, pecioladas e peninérveas com
foliolos peciolulados e estipelados. O indumento ¢ pubescente ou sericeo em ambas as
faces, geralmente mais denso na face abaxial (Fig. 1h). O foliolo terminal é simétrico,
ovado, com base arredondada e &pice agudo (Fig. 1g). As inflorescéncias sao
pseudorracemosas fasciculadas, axilares, sutilmente nodosas. A bractea ¢ persistente,
lanceolada. As bractéolas sdo persistentes, hirsutas ou pubescentes. O calice ¢
campanulado e a corola € violacea ou arroxeada (Fig. 11).

e Calopogonium caeruleum possui folhas trifoliadas, pecioladas e peninérveas com
foliolos peciolulados e estipelados (Fig. 1k). O indumento ¢ sericeo ou velutino,
esbranquicado em ambas as faces, geralmente mais denso na face abaxial e amarelado
nas nervuras principais. Apresenta estipelas lanceoladas, aos pares na base do foliolo
terminal e dos laterais. O foliolo terminal € eliptico-lanceolado com base cuneada ou
arredondada e &pice cuneado, os foliolos laterais sdo ovados, assimétricos, com
venagdo camptodroma (Fig. 1j). As inflorescéncias sdo nodosas, em pseudoracemos,
axilares. Bractea caduca, lanceolada e bractéolas caducas, aos pares,

linear-lanceoladas. O calice ¢ campanulado e a corola ¢ azul (Fig. 11).
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Fig. 1. Espécies de Calopogonium com ocorréncia no Brasil. (a) Apice do foliolo terminal de C. velutinum,
superficie abaxial (imagem maior) e adaxial (imagem menor). (b) Raque da folha e base dos foliolos de C.
velutinum, superficie abaxial (imagem maior) e adaxial (imagem menor). (c¢) Fotografia de C. velutinum em
campo mostrando componentes do perianto (calice, corola) e estruturas folidceas associadas (bracteas,
bractéolas), por Rubens Teixeira de Queiroz (QUEIROZ, R.T. 2019). (d) Apice do foliolo terminal de C.
galactioides, superficie abaxial (imagem maior) e superficie adaxial (imagem menor). (¢) Raque da folha e base

dos foliolos de C. galactioides, superficie abaxial. (f) Fotografia de C. galactioides em campo mostrando
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componentes do perianto e estruturas folidceas associadas, por Gildean Macédo do Nascimento. (g) Apice do
foliolo terminal de C. mucunoides, superficie abaxial (imagem maior) e superficie adaxial (imagem menor). (h)
Raque da folha e base dos foliolos de C. mucunoides, superficie abaxial (imagem maior) e superficie adaxial
(imagem menor). (i) Fotografia de C. mucunoides em campo mostrando componentes do perianto e estruturas
folidceas associadas, por Gildean Macédo do Nascimento. (j) Apice do foliolo terminal de C. caeruleum,
superficie abaxial (imagem maior) e superficie adaxial (imagem menor). (k) Raque da folha e base dos foliolos
de C. caeruleum, superficie abaxial (imagem maior) e superficie adaxial (imagem menor). (1) Fotografia de C.
caeruleum em campo mostrando componentes do perianto e estruturas folidceas associadas, por Gildean
Macédo do Nascimento. Escalas: Smm (d, g, h, j [imagem maior], k [imagem maior]), 2mm (a, b, e, j [imagem

menor], k [imagem menor]).

Foram selecionados trés exemplares de cada espécie a partir de exsicatas provenientes
de herbarios nacionais e estrangeiros (Tabela 1), além de exemplares obtidos em expedigdes a

campo.

De cada exemplar foram retirados o foliolo terminal de folhas completamente
expandidas e, quando disponivel, bracteas, bractéolas e componentes do perianto (célice e
corola). Além disso, amostras herborizadas contendo estipula de cada uma das quatro

espécies também foram analisadas.

Para a analise de superficie ao microscopio eletronico de varredura (MEV), as
amostras coletadas em expedicdes a campo foram fixadas em glutaraldeido 2,5%, em tampao
fosfato 0,1M pH 7,3; pos fixadas em tetroxido de 6smio 1%, desidratadas em série etilica
crescente de 7.5%, 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, secas em aparelho de ponto critico
usando CO2 liquido, coladas em porta-amostras de aluminio e metalizadas com ouro (10nm)
por 160s a uma corrente de S0mA (ROBARDS 1978). Enquanto as amostras herborizadas
foram coladas diretamente no porta-amostras de aluminio e metalizadas. As analises foram
feitas ao microscopio eletronico de varredura QUANTA 200 - Fei Company, sob aceleracdo

de 25kV.

Para o estudo anatomico, foram usadas amostras herborizadas e amostras de material
recém coletado. De todas as amostras, foi retirado o ter¢o mediano do foliolo terminal de

folhas completamente expandidas.

As amostras herborizadas foram imersas em um recipiente com agua destilada, que

foi aquecido até sua total reidratacdo e, posteriormente, conservadas em alcool 70%. As
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amostras recém coletadas foram imediatamente imersas em alcool 70%. A seguir, todas as

amostras seguiram o mesmo procedimento para a obteng¢do de ldminas permanentes.

O material foi desidratado em série etilica crescente (70%, 80%, 90% ¢ 100% - alcool
PA) em intervalos de 1 hora cada. Apos a desidratagdo, as amostras foram embebidas com
historesina de metacrilato (Leica Microsystems Inc., Heidelberger, Alemanha). Sec¢des
transversais dos foliolos com 5-6pm de espessura foram obtidas usando um micrétomo
rotativo semiautomatico (Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar, Alemanha) com
navalhas descartaveis de aco inoxidavel de perfil alto (Leica 818). As se¢des foram coradas
com solucdo aquosa de azul toluidina a 0,05%, pH 4, 4 por 1 min a 60 °C em uma placa
quente (O’BRIEN et al. 1964). As se¢des foram montadas entre 1aminas e laminulas de vidro
com resina sintética (Entellan New, Merck, Darmstadt, Alemanha) e observadas em

microscopio LEICA DMR com camera digital acoplada Leica DFC 425 e software LAS.

Tabela 1. Amostras das espécies de Calopogonium utilizadas para o presente estudo
de micromorfologia da superficie de folhas, perianto e estruturas folidceas e da anatomia

foliar com suas respectivas espécies, nimero de registro e herbario de origem.

Espécies Herbario Numero de registro Coletor
BOTU36465 Costa, N.M.S.
Herbario Irina Delanova et al. 2067
Gemtchujnicov (BOTU)
BOTU36463 Costa, N.M.S. et
Calopogonium
al. 2241
velutinum
EAC25218 Castro, A.S.F. 466
Herbario Prisco Bezerra
EAC3905 Fernandes, A. s.n.
(EAC)
EAC21408 Nunes, E. s.n.
Herbario Irina Delanova BOTU36458 Teixeira, B.R. &
Gemtchujnicov (BOTU) Amaral, J.P. 139
Herbario da Embrapa CENO087991 Alonso. A.M. et
Calopogonium
Recursos Genéticos e al. 966
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galactioides

Biotecnologia (CEN)

MO2889133 Vigo, J.S. 8333
Missouri Botanical Garden
MQ0947297 Pittier, H. 12870
(MO)
MO04587208 Nee, M. 40769
Herbario Irina Delanova BOTU34942 Monteiro, T.C. et
Gemtchujnicév (BOTU) al. 43
EAC16576 Nunes, E. s.n.
) Herbario Prisco Bezerra
Calopogonium EAC62188 Sampaio, V.S. 191
| (EAC)
mucunoides
Herbario do Instituto IAC30590 Bernacci, L.C. et
Agrondmico de Campinas al. 1719
(IAC)
Herbario da Fundagao CGMS45759 Sartori, A.L.B. et
Universidade Federal de al. 574
Mato Grosso do Sul
(CGMS)
BOTU36469 Pereira-Silva, G. et
Calopogonium al. 5152
caeruleum Herbario Irina Delanova
. BOTU36877 Nascimento, G.M.
Gemtchujnicov (BOTU)
& Monteiro, T.C.
403
Herbario Prisco Bezerra EAC17293 Resende, U.M. s.n.

(EAC)
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3. RESULTADOS
3.1. Micromorfologia de superficie
Calopogonium velutinum (Benth.) Amshoff
Foliolo

Calopogonium velutinum apresentou folha anfiestomatica, com cuticula lisa, paredes
anticlinais com dobras e ondulagdes e parede periclinal externa papilosa (Fig. 2a, c, d). Os
estomatos sdo anomociticos com borda periestomatica elevada (Fig. 2c). Possui tricomas
tectores e tricomas glandulares em ambas as faces. Os tricomas tectores sdo unicelulares
filiformes longos com superficie ornamentada com verrugas, base simples e orientacao
vertical em relacdo a superficie foliar (Fig. 2e). Os tricomas glandulares sdo do tipo capitado
com cabeca unicelular esférica com orientagdo horizontal em relagdo a superficie foliar (Fig.
2f). Os tricomas tectores sdo mais abundantes na face abaxial (Fig. 2b), sendo os tricomas
glandulares mais abundantes na face adaxial. As amostras herborizadas exibiram ceras
epicuticulares com padrdo frouxamente enrolado na face abaxial (Fig. 2c), enquanto as

amostras fixadas em alcool 70% ndo apresentaram ceras epicuticulares (Fig. 2d, f).
Flor

O calice apresentou estdmatos anomociticos, tricomas tectores e tricomas glandulares
com morfologia semelhante ao observado nos foliolos (Fig. 2g, 1). As pétalas apresentaram

superficie com sulcos e papilas altas e estriadas em ambas as faces (Fig. 2h).
Bracteas e bractéolas

Na superficie abaxial, as bracteas e bractéolas também apresentaram tricomas
tectores, tricomas glandulares e estdmatos anomociticos com morfologia semelhante aos
observados nos foliolos e no calice da espécie. A superficie adaxial apresentou estrias finas,

longas e paralelas (Fig. 2j).
Estipulas

As estipulas apresentam tricomas tectores unicelulares filiformes longos com

superficie verrucosa (Fig. 2k). Nao apresentaram tricomas glandulares. O indumento ¢ muito
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espesso, dificultando a andlise. A superficie possui estrias finas e longas que formam

“retangulos” (Fig. 21).
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Fig. 2. Micromorfologia de Calopogonium velutinum. (a) Superficie abaxial do foliolo com tricomas tectores,
tricomas glandulares e estomatos. (b) Superficie abaxial com indumento denso de tricomas tectores. (c)
Superficie abaxial de amostra herborizada apresentando estdmatos e ceras epicuticulares. (d) Bordo da
superficie adaxial do foliolo. (e) Tricoma tector em orienta¢do vertical (imagem maior) com énfase em sua
superficie verrucosa (imagem menor). (f) Tricoma glandular. (g) Estdmato anomocitico presente no calice de C.
velutinum. (h) Superficie das pétalas com sulcos ¢ papilas altas e estriadas. (i) Superficie do calice com diversos
tricomas. (j) Superficie adaxial de bractéola. (k) Superficie abaxial densa com tricomas de estipula. (1)
Superficie adaxial de estipula (imagem maior) com énfase em suas estrias finas ¢ longas (imagem menor). (est =
estdmato, trt = tricoma tector, trg = tricoma glandular). Escalas: 500um (b, i, k), 400um (d, j), 200pum (a, 1

[imagem maior]), 50um (c, h), 20pm (e [imagem maior], f, | [imagem menor]), 10pum (e [imagem menor], g).

Calopogonium galactioides (Kunth) Benth ex. Hemsl.
Foliolo

Calopogonium galactioides foi a Unica espécie que apresentou folha hipoestomatica,
com estdmatos anomociticos com anel periestomatico elevado. A superficie foliar apresentou
cuticula lisa, paredes anticlinais com dobras e ondulagdes e parede periclinal externa papilosa
(Fig. 3a, d). Na face abaxial, apresentou ceras epicuticulares com padrdo ondulante
frouxamente enrolado (Fig. 3c, f). Possui tricomas tectores em ambas as faces. Os tricomas
tectores sdo unicelulares filiformes longos com superficie ornamentada com verrugas e
orientagdo horizontal em relacdo a superficie foliar, sendo distribuidos por toda a face
abaxial, mas apenas na nervura central na face adaxial (Fig. 3b, e). Na nervura central, os
tricomas apresentam base simples, enquanto na superficie da face abaxial possuem base
elevada em forma de roseta (Fig. 3c). Os tricomas glandulares s3o tipo capitado e possuem

cabeca unicelular esférica, ocorrendo apenas na face abaxial (Fig. 3f).

Foram encontrados alguns tricomas glandulares esparsos na nervura central da face
adaxial de individuos provenientes de material fixado, o que ndo foi encontrado em

individuos da mesma espécie nas amostras herborizadas.
Flor

O calice apresentou estdmatos anomociticos, tricomas tectores e tricomas glandulares

com morfologia semelhante ao observado nos foliolos (Fig. 3g). As pétalas apresentaram
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superficie com sulcos e papilas altas e estriadas em ambas as faces, sendo estas mais

arredondas e proeminentes na face abaxial (Fig. 3h, i, j).
Bracteas e bractéolas

A superficie abaxial de bracteas e bractéolas apresentam tricomas tectores e estobmatos
anomociticos com morfologia semelhante aos tricomas observados no foliolo e no calice.
Nao foram encontrados tricomas glandulares. A superficie adaxial possui estrias finas, longas

e paralelas (Fig. 3k).
Estipulas

As estipulas apresentam tricomas tectores unicelulares filiformes longos com
superficie verrucosa (Fig. 31). Nao apresentou tricomas glandulares. A superficie possui

estrias finas e longas que formam ‘’retangulos™.
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Fig. 3. Micromorfologia de Calopogonium galactioides. (a) Superficie abaxial do foliolo com tricomas tectores,
tricomas glandulares e estomatos. (b) Superficie abaxial da nervura central do foliolo. (c) Estomatos, tricoma
glandular colapsado e tricoma tector com base em forma de roseta na superficie abaxial. (d) Superficie adaxial
do foliolo. (e) Superficie adaxial da nervura central. (f) Tricoma glandular em énfase, encontrado na superficie
abaxial. (g) Superficie do calice de C. galactioides com tricomas glandulares e tectores (imagem maior),

estomatos encontrados no calice (imagem menor). (h) Superficie abaxial da pétala. (i) Superficie adaxial da
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pétala. (j) Superficie geral de uma das pétalas de C. galactioides. (k) Superficie adaxial de bractea. (1) Superficie
da estipula com tricomas. (est = estOmato, trt = tricoma tector, trg = tricoma glandular). Escalas: 2mm (e), Imm
(d, j), 500um (b,), 300um (a, g [imagem maior], k), 100um (h, 1), 50um (c, i), 20um (), 10um (g [imagem

menor]).

Calopogonium mucunoides Desv.
Foliolo

Calopogonium mucunoides possui folha anfiestomatica com cuticula lisa, paredes
anticlinais com dobras e ondulacdes e parede periclinal externa papilosa (Fig. 4a, d). Os
estdmatos sdo anomociticos com anel periestomatico elevado (Fig. 4c, f)). Apresenta
tricomas tectores e tricomas glandulares em ambas as faces do foliolo (Fig. 4b, d, ). Os
tricomas tectores sdo unicelulares filiformes longos com superficie verrucosa, base simples e
orientacdo horizontal em relacdo a superficie foliar, sendo mais abundantes na nervura
central. Os tricomas glandulares sdao do tipo capitado com cabeca unicelular esférica (Fig. 4a,
b).

Diferentemente das analises em material herborizado, que apresentaram apenas base
simples para os tricomas tectores, o material fixado apresentou tricomas com base
proeminente, em especial na nervura central, mas também em alguns locais da superficie

foliar de forma esparsa (Fig. 4a).
Flor

O calice apresentou estdmatos anomociticos, tricomas tectores e tricomas glandulares
com morfologia semelhante ao observado nos foliolos (Fig. 4g). As pétalas apresentaram
superficie com sulcos estriados e papilas em ambas as faces, menos arredondadas que nas

demais espécies (Fig. 4h, 1).
Bracteas e bractéolas

As bracteas e bractéolas possuem estdmatos anomociticos, tricomas tectores e
tricomas glandulares em sua superficie abaxial, enquanto a superficie adaxial, assim como

nas demais espécies, apresentou estrias finas, longas e paralelas (Fig. 4j, k).
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Estipulas

Possuem tricomas tectores com morfologia semelhante aos encontrados nos foliolos,
calice, bracteas e bractéolas. Nao apresentou tricomas glandulares. Foi a unica espécie que foi
possivel observar a presenca de estomatos na estipula. A superficie possui estrias finas e

longas que formam ‘’retangulos” (Fig. 41).
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Fig. 4. Micromorfologia de Calopogonium mucunoides. (a) Superficie abaxial do foliolo com estomatos,
tricomas glandulares e tricomas tectores apresentando base proeminente na superficie foliar (imagem maior) e
na nervura central (imagem menor). (b) Superficie abaxial da nervura central do foliolo (imagem maior) com
énfase em tricomas glandulares pela nervura (imagem menor). (c¢) Estomato anomocitico aberto. (d) Superficie
adaxial da nervura central do foliolo. (¢) Bordo da superficie adaxial envolto de tricomas tectores. (f) Estomato
fechado. (g) Superficie do calice apresentando tricomas e estomatos. (h) Superficie abaxial da pétala de C.
mucunoides. (1) Superficie adaxial da pétala de C. mucunoides. (j) Célice envolto com as bracteas. (k) Superficie
da bractea. (1) Superficie de estipula. (est = estomato, trt = tricoma tector, trg = tricoma glandular). Escalas:
2mm (j), lmm (b [imagem maior]), 500pm (d), 400um (e), 300pm (k, 1) 200pum (a [imagem maior], g, i), S0pum

(a [imagem menor], b [imagem menor]), 20um (h), 10um (c, ).

Calopogonium caeruleum (Benth.) C.Wright.
Foliolo

Calopogonium caeruleum apresentou folha anfiestomatica com cuticula lisa, paredes
anticlinais com dobras e ondulagdes e parede periclinal externa papilosa (Fig. 5d, e). Na face
abaxial, apresentou ceras epicuticulares com padrao ondulante frouxamente enrolado (Fig.
5a). Os estOmatos sdo anomociticos com anel periestomdtico elevado (Fig. 5c, f). Possui
tricomas tectores unicelulares filiformes longos com verrugas e orientagdo horizontal, e
tricomas glandulares capitados com cabeca unicelular esférica em ambas as faces. Na face
abaxial, os tricomas tectores possuem base em formato de roseta (Fig. 5a), enquanto na face
adaxial a base ¢ simples (Fig. 5d). A espécie também apresentou uma menor densidade de
tricomas tectores na nervura central da face adaxial em comparacdo com a face abaxial (Fig.

5b, d).

Em comparagdo com as amostras herborizadas, a amostra fixada estava melhor
conservada e foi possivel uma melhor observacdo das caracteristicas da espécie. A maioria

dos tricomas glandulares estavam inteiros, apesar de alguns estarem colapsados (Fig. 5c).
Flor

O calice apresentou estdmatos anomociticos, tricomas tectores e tricomas glandulares
com morfologia semelhante ao observado nos foliolos (Fig. 5g, j). As pétalas apresentaram

superficie com sulcos e papilas altas e estriadas em ambas as faces (Fig. 5h, 1, j).
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Bracteas e bractéolas

As bracteas e bractéolas possuem estdmatos e tricomas tectores, com morfologia
semelhante ao observado nos foliolos e no calice, na face abaxial (Fig. 5k). Nao apresentou

tricomas glandulares. A face adaxial possui estrias finas, longas e paralelas
Estipulas

As estipulas apresentam tricomas tectores unicelulares filiformes longos com
superficie verrucosa, mas ndo apresentaram tricomas glandulares. O indumento era muito
espesso, dificultando a analise (Fig. 51), mas assim como as demais espécies, a superficie

possui estrias finas e longas que formam ‘’retangulos”.

As principais caracteristicas da micromorfologia da superficie foliar, perianto e
estruturas folidceas associadas (estipulas e bracteas) das quatro espécies estudadas estdo

apresentadas na tabela 2.
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Fig. 5. Micromorfologia de Calopogonium caeruleum. (a) Superficie abaxial do foliolo com estdmatos, tricomas
glandulares e tricomas tectores (imagem maior), com énfase nas ceras epicuticulares (imagem menor). (b)
Superficie abaxial da nervura central do foliolo. (c) Estdmatos, tricoma tector e tricomas glandulares, intacto e
colapsado. (d) Superficie adaxial da nervura central do foliolo. (e) Bordo da superficie adaxial com tricomas
tectores e glandulares. (f) Estdmato anomocitico fechado. (g) Superficie com tricomas do célice. (h) Superficie

abaxial da pétala de C. caeruleum. (i) Superficie adaxial da pétala de C. caeruleum. (j) Divisdo entre sépala e
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pétala de individuo. (k) Superficie abaxial de bractea. (1) Superficie abaxial de estipula com grande densidade de
tricomas. (est = estdmato, trt = tricoma tector, trg = tricoma glandular). Escalas: Imm (1), 500um (b), 400pm (d,

1), 300pm (a [imagem maior], k), 200pm (e, g), 100um (h, i), 50pm (c), 10um (a [imagem menor], ).

Tabela 2. Caracteristicas de micromorfologia presentes nas espécies de
Calopogonium. EST — Estomatos, TRT — Tricomas tectores, TRG — Tricomas glandulares,
CER - Cera epicuticular, B. - Bracteas, BRT. - Bractéolas, AD — presenga na face adaxial, AB

— presenca na face abaxial.

Espécie Orgio EST TRT TRG CER
AD | AB | AD | AB | AD | AB | AD | AB
Foliolo
X X X X X X X
Calopogonium
velutinum Calice X X X
B. ¢ Brt. X X X
Estipulas X
AD | AB| AD | AB | AD | AB | AD | AB
Foliolo
X X X X X X
Calopogonium
galactioides Calice X X X
B. e Brt. X X
Estipulas X
AD | AB | AD | AB | AD | AB | AD | AB
Foliolo
X X X X X X
Calopogonium
mucunoides Calice X X X
B. e Brt. X X X
Estipulas X X
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Espécie Orgio EST TRT TRG CER
AD | AB | AD | AB | AD | AB | AD | AB
Foliolo
X X X X X X X
Calopogonium
velutinum Calice X X X
B. e Brt. X X X
Estipulas X
AD | AB | AD | AB | AD | AB | AD | AB
Foliolo
X X X X X X
Calopogonium
galactioides Célice X X X
B. e Brt. X X
Estipulas X
AD | AB| AD | AB | AD | AB | AD | AB
Foliolo
X X X X X X X
Calopogonium
caeruleum Calice X X X
B. e Brt. X X
Estipulas X

Em termos de micromorfologia de superficie, todas as espécies apresentaram cuticula
lisa, paredes anticlinais com dobras e ondulagdes e parede periclinal externa papilosa;
estomatos anomociticos com anel periestomatico elevado; tricomas tectores unicelulares
filiformes longos com superficie ornamentada com verrugas em ambas as faces (abaxial e
adaxial) do foliolo, no calice, nas bracteas e bractéolas e nas estipulas, em todas as espécies
estes tricomas apresentaram base simples na face adaxial; tricomas glandulares do tipo

capitado com cabega unicelular esférica em ambas as faces do foliolo e no calice; e pétalas
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com sulcos e papilas altas e estriadas. Estas caracteristicas foram observadas com frequéncia

e constancia de forma a serem uteis no agrupamento das espécies ao género.

Em relacdo as diferencas (Tabela 2), Calopogonium velutinum foi a inica a apresentar
tricomas tectores na orientagcdo vertical. Apenas C. velutinum e C. mucunoides apresentaram
tricomas glandulares nas bracteas e bractéolas. Calopogonium galactioides apresentou
estdmatos anomociticos exclusivamente na face abaxial, sendo a tnica espécie com folha
hipoestomatica. Calopogonium mucunoides foi a inica espécie a apresentar estomatos na
estipula e individuos que possuiam tricomas tectores com base proeminente na superficie
abaxial. C. velutinum, C. galactioides e C. caeruleum apresentaram um ou mais individuos
com presenga de cera epicuticular na face abaxial, enquanto C. mucunoides nao apresentou
nenhum. Apenas C. caeruleum e C. galactioides apresentaram tricomas tectores com base em

formato de roseta na face abaxial.
3.2. ANATOMIA FOLIAR
Calopogonium velutinum (Benth.) Amshoff

O foliolo de C. velutinum apresentou mesofilo dorsiventral com parénquima
paligadico formado por duas camadas de células altas dispostas em paligada e parénquima
esponjosos com duas a trés camadas de células irregulares com espagos entre si (Fig. 6c¢, d).

Cristais prismaticos de oxalato de célcio ocorreram dispersos no mesofilo (Fig. 6f).

A nervura central ¢ fortemente saliente na face dorsal e projetada na face ventral. O
cortex, na face dorsal, ¢ formado por cinco a seis camadas de células parenquimaticas com
tamanhos e formatos irregulares. O sistema vascular da nervura central ¢ formado por trés
feixes colaterais dispostos em um semiarco, sendo o feixe central mais desenvolvido. Cada
feixe vascular possui uma calota de fibras periciclicas (Fig. 6a, b). Feixes colaterais de
calibres variados, com extensdo de baixa parenquimatica conectando os feixes a epiderme, e
parénquima paravenal conectando lateralmente os feixes vasculares foram observados no

mesofilo (Fig. 6c, e, d).
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Fig. 6. Anatomia foliar de Calopogonium velutinum. As imagens da esquerda (a, c, ¢) sdo de amostras fixadas e
as imagens da direita (b, d, f) sdo de amostras herborizadas. (a) Corte transversal da nervura central de amostra
coletada em campo. (b) Corte transversal da nervura central de amostra proveniente de exsicata. (c) Corte
transversal evidenciando o limbo foliar ao lado da nervura central. (d) Corte transversal do limbo foliar. (e)
Corte transversal do bordo foliar. (f) Corte transversal do limbo foliar evidenciando estdmatos e cristais. (est =
estomato, trt = tricoma tector, trg = tricoma glandular, cr = cristal, pp = parénquima pali¢adico, pe = parénquima
esponjoso, pv = parénquima paravenal, fv = feixe vascular, ead = epiderme adaxial, eab = epiderme abaxial).

Escalas: 200um (a, b, ¢), 100pum (d, ), 20um ().
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Calopogonium galactioides (Kunth) Benth ex. Hemsl.

O foliolo de C. galactioides apresentou mesofilo dorsiventral com parénquima
palicadico formado por duas camadas de células altas dispostas em palicada e parénquima
esponjoso com duas camadas de células irregulares (Fig. 7c, d). Cristais prismaticos de

oxalato de calcio ocorreram dispersos no mesofilo e na nervura central (Fig. 7a).

A nervura central ¢ fortemente saliente na face dorsal e ligeiramente proeminente na
face ventral (Fig. 7b). O coértex, na face dorsal, ¢ formado por cinco a seis camadas de células
parenquimaticas, sendo as células das camadas mais internas caracterizadas por paredes
primarias espessadas e formato variando de retangular a oval. O sistema vascular da nervura
central ¢ formado por um feixe colateral em forma de semiarco com as extremidades abertas
(Fig. 7a). Feixes colaterais de calibres variados, com extensdo de baixa parenquimatica
conectando os feixes a epiderme em ambas as faces do limbo, e parénquima paravenal

conectando lateralmente os feixes vasculares foram observados no mesofilo (Fig. 7e, f).
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Fig. 7. Anatomia foliar de Calopogonium galactioides. As imagens da esquerda (a, c, e) sdo de amostras fixadas
¢ as imagens da direita (b, d, f) sdo de amostras herborizadas. (a) Corte transversal da nervura central de amostra
coletada em campo. (b) Corte transversal da nervura central de amostra proveniente de exsicata. (c) Corte
transversal evidenciando o limbo foliar ao lado da nervura central. (d-f) Corte transversal do limbo foliar,
evidenciando estruturas. (trt = tricoma tector, trg = tricoma glandular, cr = cristal, pp = parénquima pali¢adico,
pe = parénquima esponjoso, pv = parénquima paravenal, fv = feixe vascular, ead = epiderme adaxial, eab =

epiderme abaxial). Escalas: 200pm (c), 100um (a, b), S0pm (d, e), 20pm (f).
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Calopogonium mucunoides Desv.

Os foliolos possuem mesofilo dorsiventral com parénquima pali¢adico formado por
duas a trés camadas de células em palicada e parénquima esponjosos com trés a quatro
camadas de células irregulares (Fig. 8c, e). Cristais prismaticos de oxalato de calcio
ocorreram dispersos no mesofilo e nervura central (Fig. 8b, d). Grandes lacunas de ar,

formando canais de aeragdo, foram observadas no parénquima esponjoso (Fig. 8d, e, f).

A nervura central é convexa nas faces dorsal e ventral. O cortex, na face dorsal, é formado
por uma a duas camadas de células parenquimaticas ovais portadoras de cristais prismaticos
de oxalato de calcio. O sistema vascular da nervura central ¢ representado por um feixe
colateral em forma de semiarco com as extremidades abertas circundado com uma calota
(duas a trés camadas) de fibras periciclicas que se projeta e conecta o feixe vascular a
epiderme de ambas as faces da nervura (Fig. 8a, b). Feixes colaterais de calibres variados,

com ou sem extensao de bainha vascular, foram observados no mesofilo (Fig. 8d, f).
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Fig. 8. Anatomia foliar de Calopogonium mucunoides. As imagens da esquerda (a, c, e) sdo de amostras fixadas
¢ as imagens da direita (b, d, f) sdo de amostras herborizadas. (a) Corte transversal da nervura central de amostra
coletada em campo. (b) Corte transversal da nervura central de amostra proveniente de exsicata. (c) Corte
transversal evidenciando o limbo foliar ao lado da nervura central. (d, e) Corte transversal do limbo foliar,
evidenciando estruturas. (f) Corte transversal do bordo. (est = estdmato, trt = tricoma tector, cr = cristal, pp =
parénquima pali¢adico, pe = parénquima esponjoso, fv = feixe vascular, la = lacuna de ar, ead = epiderme
adaxial, eab = epiderme abaxial). Escalas: 200um (c), 100um (a [imagem maior], b, d, e, f), 50um (a [imagem

menor]).
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Calopogonium caeruleum (Benth.) C.Wright.

No estudo anatomico, o foliolo de C. caeruleum apresentou mesofilo dorsiventral com
parénquima paligddico formado por trés a quatro camadas de células em paligada e
parénquima esponjoso com quatro a cinco camadas de cé€lulas irregulares (Fig. 9¢). Cristais
prismaticos de oxalato de célcio foram observados dispersos pelo mesofilo (Fig. 9d). Lacunas

de ar, formando canais de aeragdo, foram observadas ao longo do mesofilo (Fig. 9a).

A nervura central é convexa e saliente nas faces dorsal e ventral. O cortex, na face
dorsal, ¢ formado por trés a quatro camadas de células parenquimaticas com tamanhos e
formatos irregulares. O sistema vascular da nervura central ¢ formado por quatro feixes
colaterais de tamanhos diferentes dispostos em um arco, sendo o feixe menor localizado na
face ventral da nervura (Fig. 9a, b). Cada feixe vascular possui uma calota de fibras
periciclicas, sendo mais desenvolvidas na face dorsal da nervura. Feixes colaterais de calibres
variados, com extensao de baixa parenquimatica conectando os feixes a epiderme em ambas
as faces do limbo, e parénquima paravenal conectando lateralmente os feixes vasculares
foram observados no mesofilo (Fig.9 ¢, d). No bordo foliar, a extensdo da bainha ¢ formada

por fibras (Fig. 9e, f).

As principais diferencas da anatomia foliar das quatro espécies estudadas estdo

apresentadas na tabela 3.
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Fig. 9. Anatomia foliar de Calopogonium caeruleum. As imagens da esquerda (a, ¢, ¢) sdo de amostras fixadas e
as imagens da direita (b, d, f) sdo de amostras herborizadas. (a) Corte transversal da nervura central de amostra
coletada em campo. (b) Corte transversal da nervura central de amostra proveniente de exsicata. (c, d) Corte
transversal do limbo foliar. (e, f) Corte transversal do bordo. (est = estdmato, trt = tricoma tector, trg = tricoma
glandular, cr = cristal, pp = parénquima pali¢adico, pe = parénquima esponjoso, pv = parénquima paravenal, fv

= feixe vascular, ead = epiderme adaxial, eab = epiderme abaxial). Escalas: 200um (a,b), 100um (¢, d, e, f).
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Tabela 3. Caracteristicas de anatomia foliar presentes nas espécies de Calopogonium. PV —
Parénquima Paravenal, PP — Camadas de Parénquima Paligddico, PE — Camadas de

Parénquima Esponjoso, LA - Lacunas de ar.

Espécie PV PP PE LA CRISTAIS
Calopogonium X 2 2-3 X
velutinum
Calopogonium X 2 2 X
galactioides
Calopogonium 2-3 3-4 X X
mucunoides
Calopogonium X 3-4 4-5 X X
caeruleum

Em termos de anatomia foliar, todas as espécies de Calopogonium possuem mesofilo
dorsiventral com parénquima palicadico composto por, no minimo, duas camadas de células
alongadas e parénquima esponjoso com células irregulares e espacos intercelulares. Todas
possuem cristais prismaticos de oxalato de célcio no mesofilo. A epiderme ¢ caracterizada
pela presenga de papilas por toda a nervura central. O sistema vascular da nervura central das
quatro espécies ¢ formado por feixes colaterais dispostos em arco (C. caeruleum) ou semiarco

(C. velutinum, C. galactioides e C. mucunoides) com variagdes no numero de feixes.

Apesar das semelhancas, as quatro espécies também possuem diferencas que podem
facilitar a distingdo entre elas (Tabela 3). C. caeruleum apresentou o maior nimero de
camadas no parénquima paligadico (3-4) e esponjoso (4-5). Lacunas de ar foram observadas
em C. mucunoides ¢ C. caeruleum, mas nao em C. velutinum ou C. galactioides. C.

mucunoides foi a inica espécie a ndo apresentar parénquima paravenal.
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4. DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos pelo presente estudo, foi demonstrado que as folhas,
componentes do perianto, bracteas e bractéolas das espécies de Calopogonium possuem
caracteres morfoldgicos, e no caso das folhas, anatdmicos importantes na delimitagao do
género e na identificacdo de alguns taxons. Adicionalmente, possuem importancia ecologica,
uma vez que as caracteristicas encontradas nas superficies foliares como presenca e padrdo de
distribuicdo dos estdmatos, ornamentacdo da cuticula, morfologia dos tricomas tectores e
glandulares, presenga e padrao de ceras epicuticulares e presenca de canais de aeracdo podem
determinar, entre outros fatores, a sobrevivéncia dos individuos em certas condi¢oes adversas

(WEINER 2004, ARIANO & SILVA 2016).

As espécies de Calopogonium estudadas ocorrem principalmente em regides tropicais
e secas e caracteristicas como presenca de tricomas em todas as partes da planta sdo
importantes para que estas plantas sobrevivam a ambientes secos. Os tricomas sao projegoes
epidérmicas que podem ser unicelulares ou multicelulares, glandulares ou nao glandulares, e
estdo presentes na maioria das plantas vasculares (VARGAS et al. 2018). Os tricomas
exercem funcdes ecoldgicas cruciais: os tricomas tectores atuam como barreiras fisicas contra
herbivoria, enquanto os glandulares produzem e armazenam metabolitos secundarios com
propriedades defensivas, como alcaloides, terpenoides e compostos fenolicos (FENG et al.
2021). Trabalhos como o de Johnson & Baucom (2024) demonstram que certos tipos de
tricomas, como os ramificados, contribuem simultaneamente para a resisténcia contra
herbicidas e herbivoros, indicando um papel duplo na defesa vegetal. A variagdo na
densidade e no tipo de tricoma também pode refletir adaptagdes a diferentes condig¢des
ambientais. Estudos indicam uma possivel associacdo entre a maior densidade de tricomas
em folhas de Fabaceae a ambientes com maior exposi¢do a luz e menor umidade, sugerindo
que essas estruturas tenham um papel na regulagdao térmica, controle da perda de agua e
protecdo contra fatores abidticos (LATIFA et al. 2024). Outros estudos morfologicos e
anatomicos em leguminosas brasileiras, como os de Devecchi et al. (2018) mostraram que a
presenga, forma e disposicdo de tricomas s3o consistentes com padroes filogenéticos,

reforgando a importancia adaptativa e taxonomica destas estruturas.

A diversidade morfoldgica dos tricomas tem sido amplamente utilizada na

delimitagdo de tdxons dentro de Fabaceae (SEIXAS et al. 2019, GISSI et al. 2022). Segundo
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Metcalfe & Chalk (1950), essas estruturas sao extensoes da epiderme que variam amplamente
de forma, distribuicdo e fun¢do, sendo importantes para a sistematica vegetal por oferecerem
caracteres com valor diagnostico em diversos niveis taxondmicos, como espécies, géneros e
familias. Todas as espécies de Calopogonium apresentaram os mesmos tipos de tricomas,
tanto tectores como glandulares, mostrando que as caracteristicas encontradas sdo

unificadoras no género.

Com relagdo a outras caracteristicas importantes para adaptacdo das plantas aos
ambientes secos, podemos citar os estdmatos. Os estomatos sdo estruturas da epiderme foliar
responsaveis por regular trocas gasosas entre a planta e o ambiente, desempenhando fungdes
essenciais tanto na absor¢do de CO: para fotossintese quanto na liberagdo de vapor d’adgua
pela transpiracdo (ESAU 1974; TAIZ et al. 2017). Todas as espécies de Calopogonium
apresentaram estdomatos com anel periestomatico, que sdo frequentemente associados com
ambientes xéricos, protegendo o individuo da transpiracdo excessiva (FAHN & CUTLER,
1992). A distribuicao dos estdmatos pode variar entre os tdxons e estd diretamente associada
as condigdes ecoldgicas de ocorréncia dos mesmos. Folhas com estomatos distribuidos em
ambas as faces (anfiestomdticas) sdo tipicas de ambientes abertos e¢ bem iluminados,
favorecendo uma maior eficiéncia fotossintética e facilitando a dissipagao térmica
(LARCHER 2004; ZSOGON et al. 2015). Por outro lado, espécies com folhas
hipoestomaticas, cujos estdmatos estao restritos a face abaxial, tendem a ocupar habitats onde
a incidéncia solar direta ¢ mais moderada ou onde h4 maior restricao hidrica, reduzindo assim
a perda de agua por evaporacao (WILKINSON 2009). No presente estudo, essa variagao foi
observada entre as espécies de Calopogonium: C. galactioides apresentou folhas
hipoestomaticas, enquanto C. velutinum, C. mucunoides e C. caeruleum exibiram folhas
anfiestomaticas. Dados de distribui¢cdo indicam que C. galactioides ocorre preferencialmente
em areas de vegetacao mais densa ou em matas sazonais secas do Cerrado e da Caatinga, com
sombreamento parcial e clima com alternancia de periodos secos e chuvosos
(CARVALHO-OKANO & LEITAO-FILHO 1985). As demais espécies, por sua vez, sio
frequentes em ambientes mais abertos, como campos e cerrados, onde a presenca de
estobmatos nas duas faces da folha possibilita trocas gasosas mais eficientes sob alta
luminosidade (OLIVEIRA et al. 2005). Além disso, a distribuicdo estomdtica ¢ um carater
frequentemente utilizado na delimitagdo de grupos dentro de Leguminosae, contribuindo
tanto na identificagdo quanto na compreensdo das relacdes evolutivas entre taxons

(METCALFE & CHALK 1950; GISSI et al., 2022). Assim, o padrdao hipoestomatico
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observado em C. galactioides pode refletir uma estratégia adaptativa associada ao microclima
de seu habitat, mas também representa um possivel carater diagnostico util na taxonomia do
género Calopogonium. Importante mencionar, que Calopogonium galactioides € uma espécie
que necessita de estudos adicionais, pois morfologicamente € a Unica espécie que possui
caracteristicas bem distintas das outras espécies do género (FORTUNA-PEREZ, com. pess.),
como folhas com foliolos laterais assimétricos e glabros (NASCIMENTO 2024)

Ceras epicuticulares com padrio frouxamente enrolado foram encontradas em
individuos de C. velutinum, C. galactioides e C. caeruleum. Contudo, foi observado tanto
individuos com estas ceras como também sem ceras epicuticulares, existindo a possibilidade
de também ocorrer em C. mucunoides, apenas nao nos individuos analisados neste estudo. A
forma como as ceras epicuticulares sdo depositadas resulta da interagdo entre fatores
ambientais e a constituicdo genética da planta, podendo ser alterada por condigdes abidticas
como exposi¢ao ao vento, intensidade luminosa, presenca de microrganismos e poluentes

atmosféricos (JUNIPER & JEFFREE 1983).

Em relacdo a anatomia foliar, a presenca de canais de aeracdo ou lacunas de ar amplas
no mesofilo foliar foi observada em C. mucunoides e C. caeruleum, enquanto estava ausente
em C. velutinum e C. galactioides. Essas estruturas, frequentemente formadas no parénquima
esponjoso, estdo associadas a facilitagdo da difusdo de gases no interior do tecido e sdo
comuns em espécies adaptadas a ambientes com maior umidade ou sujeitas a flutuacdes
hidricas, como areas sazonalmente alagadas ou de solo com boa retencao de agua (ESAU
1974). A ocorréncia desses canais nas duas espécies mencionadas pode indicar uma
adaptagdo fisiologica a oxigenacgdo dos tecidos foliares sob condi¢des de maior umidade ou
sombreamento parcial, como observado em habitats de mata seca ou bordas de vegetacdo do
Cerrado. Por outro lado, a auséncia dessas lacunas em C. velutinum e C. galactioides,
associada a uma anatomia foliar mais compacta, pode refletir uma estratégia voltada a
economia de agua, tipica de espécies que habitam ambientes mais abertos e secos, como 0s
campos e cerraddes, onde a disponibilidade hidrica ¢ sazonal (LARCHER 2004; OLIVEIRA
et al. 2005).

Por fim, Calopogonium mucunoides foi a Gnica espécie a ndo apresentar parénquima
paravenal. Este consiste em células parénquimaticas localizadas lateralmente aos feixes

vasculares, atuando como elo funcional entre os tecidos condutores e as demais regides
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fotossintetizantes da folha (METCALFE & CHALK 1950). Em termos taxonOmicos, a
ocorréncia e a organizagdo do parénquima paravenal tém sido consideradas caracteres com
potencial diagnostico dentro de Fabaceae, especialmente quando avaliadas em conjunto com
outras estruturas como bainhas vasculares e canais de aeracdo (DEVECCHI et al. 2014;
GISSI et al. 2022), ou caracteristicas anatomicas foliares, como o tipo de mesofilo, a
morfologia da nervura central e a distribui¢do estomatica (METCALFE & CHALK 1950;
GISSI et al. 2022; DEVECCHI et al. 2014).

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos em relagdo a microestrutura de superficie possuem valor
unificador e também diagnostico e podem contribuir para agrupar e/ou segregar os taxons
conforme suas afinidades dentro do grupo em questdo. Adicionalmente, as caracteristicas

anatomicas observadas também apresentaram potencial como carater taxonomico dentro do

grupo.

O conjunto de caracteristicas levantadas neste estudo também possibilitam
comparacdes da relacdo da morfoanatomia com o tipo de ambiente de ocorréncia dessas
espécies, que se da, sobretudo, em areas abertas de vegetacdes diversas, preferencialmente

s€cas.

6. DIFICULDADES TECNICAS

O presente trabalho foi realizado, primeiramente, com amostras provenientes de
material herborizado e, posteriormente, com material coletado em campo e fixados em élcool
70%. Algumas dificuldades surgiram nas andlises por parte do material herborizado, sendo
necessario novas analises com material recém-coletado (Fig. 10). Entre essas dificuldades,
destacam-se: as estruturas/orgdos ndo estavam bem preservadas nas exsicatas disponiveis.
Além disso, notamos que os tricomas glandulares presentes nas amostras herborizadas,
quando comparados com as amostras coletadas e fixadas no campo apresentaram

deformacdes e colapso das células da cabecga secretora.
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Problemas de artefato também foram observados nos cortes anatdmicos provenientes
de material herborizado. Os cortes anatomicos de foliolos recém-coletados foram os que

apresentaram melhores resultados, com estruturas bem preservadas e sem deformacdes.

Algumas das exsicatas sdo antigas e mal preservadas, restringindo a disponibilidade
do material que poderia ser retirado para os estudos pretendidos. Algumas exsicatas nao
tinham flores, bracteas, bractéolas ou estipulas. Por conta disso, as flores eram restringidas a
apenas uma (quando disponivel) por exsicata e devido ao tamanho reduzido do material e
delicadeza do perianto, a Unica opg¢ao foi colar diretamente no porta-amostras, dificultando a

analise das duas superficies das pétalas.

No estudo anatomico, a abundancia de tricomas tectores dificultou a inclusdo das
amostras em resina. Diversos testes foram realizados e os melhores resultados foram obtidos
com aquelas amostras imersas em resina por aproximadamente 3 meses. Ressalta-se que
todas as amostras foram sujeitas as mesmas técnicas de analise, todas passaram pelo mesmo
processo e tempo de reidratacdo, desidratacdo alcoodlica, inclusdo de resina e corte, contudo,
as amostras que apresentaram os melhores resultados foram aqueles récem-coletadas e
imediatamente fixadas pos-coleta. Estes resultados levantam questdes importantes que devem
ser consideradas em estudos anatdmicos com material herborizado, especialmente quando se

buscam caracteres de valor taxonémico, com risco de interpretagcdes equivocadas.

No estudo ao MEV, o material fixado apresentou melhores condi¢des de preservacao,
permitindo que as andlises obtivessem resultados mais precisos, sem tantas rachaduras, perda
de partes e colapso de tricomas ou artefatos. Isso demonstra como as condi¢des da amostra
pré-andlises podem impactar significativamente os resultados de estudos morfologicos e

anatdmicos.
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Fig. 10. Exemplos de dificuldades apresentadas por amostras herborizadas das espécies de Calopogonium
durante o desenvolvimento do estudo. (a) Invertebrado presente em amostra de Calopogonium velutinum. (b)
Tricoma tector danificado em amostra de Calopogonium velutinum. (¢) Superficie adaxial de Calopogonium
galactioides com rachaduras e artefatos. (d) Corte transversal da nervura central de Calopogonium velutinum
com tecidos colapsados e distorgdes de forma. (e) Corte transversal da nervura central de Calopogonium
mucunoides com células distorcidas. (f) Corte transversal do mesofilo de Calopogonium galactioides com

deformagdes nos tecidos. Escalas: 200pm (a, d), 100um (c, €), 50pm (f), 20pm (b).
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