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Resumo geral

Leguminosae € a terceira maior familia dentre as Angiospermas, € cosmopolita, podendo
ocorrer em florestas tropicais umidas, florestas secas, savanas, regides mediterraneas e
deserticas. Papilionoideae, subfamilia com maior riqueza de espécies de Leguminosae,
apresenta Phaseoleae como uma de suas tribos de maior importancia econémica e alto
nimero de espécies. Cajaninae, por sua vez, € a maior subtribo de Phaseoleae,
destacando-se por apresentar aproximadamente 490 espécies distribuidas em 10 géneros.
Os representantes desta subtribo possuem distribuicdo pantropical, com apenas
Rhynchosia e Eriosema ocorrendo nos neotropicos. De modo geral, as espécies desta
subtribo ocorrem em campos graminosos, florestas tropicais secas, regides semiaridas,
areas degradadas e ambientes propensos a passagem do fogo. A ocorréncia das espécies
de Cajaninae nestes diferentes ambientes pode estar relacionada a presenca de estruturas
secretoras, como glandulas vesiculares e tricomas de base bulbosa. Apesar do
conhecimento sobre a existéncia destas estruturas peculiares neste grupo desde o século
19, nenhum estudo detalhado de anatomia, ultraestrutura ou estudos com enfoque
evolutivo haviam sido realizados. A subtribo tem sido considerada monofilética, porém
0s poucos trabalhos filogenéticos existentes abordam Phaseoleae como um todo,
possuindo uma amostragem muito baixa dos representantes de Cajaninae, 0 que nao
esclarece sua monofilia. Considerando o pouco conhecimento sobre as relacdes
filogenéticas em Cajaninae, sobre as estruturas secretoras que sao peculiares a este grupo
e 0s poucos estudos abrangentes da subtribo, este estudo teve por objetivos: testar a
monofilia da subtribo (e de seus géneros), esclarecer a delimitacdo dos géneros
pertencentes a Cajaninae (especialmente Rhynchosia e Eriosema), conhecer tipos,
ocorréncia, composi¢do quimica dos exsudatos, além do mecanismo de secrecdo das
estruturas secretoras e reconstruir estados ancestrais baseados nas estruturas secretoras
dos representantes da subtribo. Como resultados principais, foi obtido completo
levantamento das estruturas secretoras ocorrentes na subtribo Cajaninae, descricdo dos
tipos de material secretados por estas glandulas e sua ultraestrutura, e uma abrangente
filogenia, bem como a evolucdo ancestral das glandulas amplamente distribuidas neste
grupo. E importante salientar que todos estes objetivos foram cumpridos com cobertura
amostral significativa. Sendo assim é possivel afirmar que: a glandula vesicular é
unificadora do grupo; lipideos e compostos fendlicos sdo 0s principais compostos
secretados pelas estruturas secretoras da subtribo; estas substancias agem principalmente
na defesa contra herbivoros e contra possiveis danos causados pela exposicdo dos raios
UV, aos quais estdo sujeitos os representantes do grupo; além disso, as estruturas
subcelulares estdo diretamente ligadas aos compostos secretados pelas glandulas
analisadas; quanto a filogenia, pode-se afirmar o monofiletismo da subtribo, assim como
dos géneros Adenodolichos, Flemingia, Dunbaria, Cajanus e Eriosema; e em relacéo a
evolucdo ancestral das estruturas secretoras somente a glandula vesicular e o tricoma
capitado estiveram presentes no ancestral hipotético de Cajaninae. Estudos de datagéo
molecular e histdria biogeogréafica da subtribo estdo sendo desenvolvidos para melhor
compreensdo da sistematica do grupo, além disso mais estudos com enfoque sistematico
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e taxonémico serdo realizados, principalmente nos géneros ndo monofiléticos da subtribo
Cajaninae.

Palavras-chave: Fabaceae; Glandulas vesiculares; Idioblastos; Reconstrucdo ancestral,
Sistematica vegetal; Tricomas de base bulbosa;

General abstract

Leguminosae is the third largest family among Angiosperms, is cosmopolitan, occurring
in humid tropical forests, dry forests, savannas, Mediterranean and desert regions.
Papilionoideae, a subfamily with the highest species richness of Leguminosae, presents
Phaseoleae as one of its tribes of major economic importance and high number of species.
Cajaninae, in turn, is the largest subtribe of Phaseoleae, standing out to present
approximately 490 species distributed in 10 genera. The representatives of this subtribe
have pantropical distribution, with only Rhynchosia and Eriosema occurring in the
neotropics. The species of this subtribe occur in greenfields, dry tropical forests, semi-
arid regions, degraded areas and environments prone to fire. The occurrence of Cajaninae
species in these different environments may be related to the presence of secretory
structures, such as vesicular glands and bulbous based-trichomes. Despite the knowledge
about the existence of these peculiar structures in this group since the 19th century, no
detailed study of anatomy, ultrastructure or evolutionary approach studies had been
performed. The subtribe has been considered monophyletic, but the few existing
phylogenetic works address Phaseoleae as a whole, having a very low sampling of
Cajaninae representatives, which does not clarify its monophyly. Considering the little
knowledge about the phylogenetic relationships in Cajaninae, on the secretory structures
that are peculiar to this group and the few comprehensive studies of the subtribe, this
study had as objectives: to test the subtribe monophyly (and its genera), to clarify the
delimitation of genera belonging to Cajaninae (especially Rhynchosia and Eriosema), to
know types, occurrence, chemical composition of the exudates, besides the mechanism
of secretion of the secretory structures and to reconstruct ancestral states based on the
secretory structures of the subtribe representatives. As main results were obtained a
complete survey of the secretory structures occurring in the Cajaninae subtribe, a
description of the types of material secreted by these glands and their ultraestructure, and
a comprehensive phylogeny, as well as the ancestral evolution of the glands widely
distributed in this group. It is important to note that all these objectives were met with
significant sample coverage. Thus, it can be stated that: the vesicular gland is unifying
the group; lipids and phenolic compounds are the main compounds secreted by the
secretory structures of the subtribe; these substances act mainly in the defense against
herbivores and against possible damages caused by the exposure of UV radiation, to
which the representatives of the group are subject; in addition, the subcellular structures
are directly linked to the compounds secreted by the glands analysed; As for phylogeny,
it can be affirm that Cajaninae is monophyletic, as well as the genera Adenodolichos,



Flemingia, Dunbaria, Cajanus and Eriosema; and in relation to the ancestral evolution
of the secretory structures only the vesicular gland and the capitate trichome were present
in the hypothetical ancestor of Cajaninae. Molecular dating studies and biogeographic
history of the subtribe are being developed to better understand the systematics of the
group, in addition, more studies with a systematic and taxonomic focus will be carried
out, mainly in the non-monophyletic genera of the Cajaninae subtribe.

Keywords: Ancestral reconstruction; Bulbous-based trichomes; Fabaceae; Idioblasts;
Vesicular glands



Introducé&o geral

Leguminosae Juss., terceira maior familia dentre as Angiospermas, compreende
cerca de 770 géneros, mais de 19.500 espécies e possui distribuicdo cosmopolita (Schrire
et al. 2005; LPWG 2017). A importancia econdmica deste grupo de plantas se da pela
utilizacdo da madeira como matéria-prima para maoveis e instrumentos musicais; também
sdo fonte de alimento, forrageiras, e indicadas para a recuperacdo de areas degradadas;
além disso, seus compostos secundarios (resina, 6leos e taninos) sdo amplamente
extraidos para fabricacdo de medicamentos, corantes e vernizes (Lewis et al. 2005;
LPWG 2017).

Esta familia ocorre em florestas tropicais umidas na Africa, América do Sul e
Asia, ainda dominam florestas secas e savanas em todo o tropico, e também ocorrem nas
regides mediterraneas, desérticas e temperadas, até altas latitudes e elevagdes (Schrire et
al. 2005). Leguminosae foi descrita pela primeira vez em Familles des plantes (Adanson
1763), e desde entdo as principais caracteristicas morfoldgicas que delimitam a familia,
com algumas excecdes, sdo: o ovario unilocular supero, placentacdo parietal e fruto do
tipo legume com suas variacdes (Lewis et al. 2005). A familia é considerada monofilética
e atualmente esté dividida em seis subfamilias: Caesalpinioideae DC. (incluindo o clado
Mimosoide), Cercidoideae LPWG, Detarioideae Burmeist., Dialioideae LPWG,
Duparquetioideae LPWG e Papilionoideae DC. (LPWG 2017).

Papilionoideae € a subfamilia mais diversa em nimero de géneros e espécies de
Leguminosae (Polhill 1994), com aproximadamente 500 géneros e 14.000 espécies
(LPWG 2017). As caracteristicas morfologicas desta subfamilia incluem: flor papilionada
[com 5 pétalas, sendo: 1 pétala adaxial na posi¢do média e mais externamente posicionada
(estandarte/vexilo), 2 pétalas laterais (asas/alas), 2 pétalas que recobrem gineceu e
androceu (pétalas da quilha/carena)]; sépalas unidas (pelo menos na base); radicula do
embrido curva; e nodulos radiculares presentes (LPWG 2017). Estudos filogenéticos
desenvolvidos com Leguminosae apontam a subfamilia Papilionoideae como
monofilética (Doyle et al. 2000; Pennington et al. 2001; Kajita et al. 2001; Herendeen et
al. 2003; Wojciechowski 2003; Wojciechowski et al. 2004; LPWG 2017).

Papilionoideae possui 28 tribos (Lewis et al. 2005), dentre elas Phaseoleae, que se
destaca por ser a mais importante economicamente, além de ser uma das maiores tribos
em ndmeros de espécies, com aproximadamente 90 géneros e 1.600 espécies (Schrire
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2005). As principais caracteristicas que definem este grupo de plantas incluem: edfilos
simples e opostos, folhas trifolioladas com a base assimétrica, inflorescéncias em
pseudorracemos, espessa camada de endexina sobre o gréo de polen, presenca de estipelas

e numero cromossdmico basico de 10 ou 11 (Lackey 1981; Bruneau et al. 1995).

Phaseoleae é considerada para ou polifilética segundo algumas analises
filogenéticas moleculares (Bruneau et al. 1990, 1995; Doyle & Doyle 1993; Delgado-
Salinas et al. 1993; Doyle et al. 1997, 2000; Kajita et al. 2001; Lee & Hymowitz 2001).
Tradicionalmente estéd dividida em oito subtribos: Diocleinae, Phaseolinae, Cajaninae,
Ophrestiinae, Clitoriinae, Kennediinae, Glycininae e Erythrininae (Lackey 1981). A
classificacédo infratribal foi primeiramente circunscrita por Bentham (1837) e desde entéo
ndo ha um consenso com relacdo ao reconhecimento das subtribos e suas delimitacfes

entre os sistemas taxondémicos propostos (Bruneau et al. 1995).

A classificacdo infratribal proposta por Lackey (1981), que reconheceu oito
subtribos, é a que mais se aproxima daquela de Bentham (1837), que exclui a subtribo
Galactieae e Rhynchosieae de Bentham (1837, 1865) e adiciona a subtribo Ophrestiinae.
Ja Baudet (1978) reconheceu trés subtribos (Cajaninae, Glycininae e Phaseolinae) e
estabeleceu varios grupos dentro destas subtribos; sendo alguns deles equivalentes as
subtribos de outros estudiosos, como por exemplo, o grupo Kennediastrae que é analogo
a Kennediinae de Bentham (1837) e Lackey (1981).

Alguns tratamentos anatdmicos foram feitos na tribo Phaseoleae, principalmente
aqueles referenciados nas obras de Metcalfe & Chalk (1950) e Solereder (1908). Dois
trabalhos de destaque foram realizados por Debold (1892) e por Lackey (1978). Estes
estudos mostraram a variacdo da morfologia de tricomas dentro de Phaseoleae, e assim
separaram alguns géneros pelo tipo e pela presenca destes tricomas. No estudo de Lackey
(I.c.), admite-se que Cajaninae é a subtribo mais “consistente” de Phaseoleae, por seus
representantes possuirem estruturas secretoras exclusivas, genericamente denominadas
glandulas vesiculares e tricomas de base bulbosa, que estao distribuidas por todo o corpo
da planta (Fig. 1-3). Através de nossos estudos sabemos que glandulas vesiculares séo as
Unicas estruturas exclusivas desta subtribo, ademais, Cajaninae também possui tricomas
de base secretora em alguns dos seus representantes (Candido et al. 2016; Vargas et al.
2018a). Além destas estruturas secretoras, Cajaninae possui outras caracteristicas

peculiares que unem o grupo, como: auséncia de bractéolas e canavanina e presenca de



leucoantocianinas (Baudet 1978; Lackey 1977, 1981), exceto no género Adenodolichos

Harms.

Estudos combinando dados morfoldgicos e informacdes de analises filogenéticas
sdo promissores para o entendimento de padrdes de mudancas morfologicas (e.g.
Fougere-Danezan et al. 2010; Nogueira et al. 2013) ou ainda para compreensdo das
relacBes entre familias e géneros (e.g. Anderberg e Stahl 1995; Redden et al. 2010; Soh
& Panell 2011; Gomes-da-Silva et al. 2012; Monteiro et al. 2015). A reconstrucao de
caracteres trata-se da recuperacdo da informacdo sobre a modificacdo de pares de
caracteres homdlogos e diferentes entre si ao longo do tempo (Amorim 1994). Nosso
estudo utilizou as estruturas secretoras como alvo para 0 melhor entendimento dos
padrdes de mudancas morfoldgicas, sendo assim podemos observar que as glandulas de
Cajaninae se diversificaram diversas vezes dentro da subtribo, mostrando diversas

homoplasias ao longo do cladograma.

A grande diversidade e riqueza de Cajaninae pode ser explicada por varias
caracteristicas, a exemplo da presenca das estruturas secretoras, que desempenham papel
importante para a inter-relagdo da planta com o ambiente. Estudos sobre a funcdo
secretora nas plantas, incluindo o conhecimento da composicao quimica dos exsudatos e
a atividade secretora em nivel celular, podem fornecer dados importantes a compreensdo
da versatilidade funcional das glandulas e ajudar a compreender riqueza, diversificacao e
distribuicdo de um certo grupo de plantas (Roshchina & Roshchina 1993; Tresmondi et
al. 2017). Através de nossas andlises histoquimicas e ultraestruturais sabemos atualmente
que as glandulas de Cajaninae secretam lipideos e compostos fenolicos, estes exsudatos
auxiliam este grupo de plantas na defesa contra herbivoros e contra possiveis danos
causados pela radiacdo ultravioleta (Vargas et al. 2018b), eventos que ocorrem no

ambiente em que 0s representantes de Cajaninae se distribuem.

Cajaninae é a maior subtribo de Phaseoleae em nimero de espécies (ca. 490), e
esta dividida em 10 géneros, sendo eles: Adenodolichos (ca. 15 spp.), Paracalyx S.1. Ali
(6 spp.), Flemingia Roxb. ex W.T. Aiton (ca. 30 spp.), Carrissoa Baker f. (1 sp.),
Chrysoscias E. Mey. (3-4 spp.), Cajanus Adans. (34 spp.), Dunbaria Wight & Arn. (20
spp.), Bolusafra Kuntze (1sp.), Eriosema (DC.) Desv. (ca. 150 spp.) e Rhynchosia Lour.
(ca. 230 spp.) (Lewis et al. 2005).



Os membros desta subtribo se distribuem desde a regido paleotropical até regies
temperadas do Velho Mundo, além de ocorrerem também nas regifes neotropical e
subtropical, principalmente em ambientes secos e quentes, como savanas e 0 Cerrado
(Schrire 2005; Candido 2018). A maioria das espécies de Cajaninae (ca. 400) esta
distribuida no Velho Mundo, com excecdo de aproximadamente 90 especies pertencentes
aos géneros Eriosema e Rhynchosia, que possuem distribui¢do pantropical. No Brasil, a
subtribo esta representada apenas pelos dois ultimos géneros, com aproximadamente 34
e 19 espécies, respectivamente (Candido et al. 2014a, b, 2016; Fortuna-Perez et al. 2017;

Bezerra et al. in press.).

Morfologicamente, os membros de Cajaninae se caracterizam por apresentar
habito subarbustivo a herbaceo, folhas trifolioladas (ou unifolioladas em Eriosema e
Rhynchosia, ou pentafolioladas em Rhynchosia e Adenodolichos), flores amarelas,
alaranjadas a avermelhadas, dispostas geralmente em racemos laxos ou congestos e
legumes, ora com duas sementes (em Eriosema, Rhynchosia, Paracalyx, Flemmingia,
Carrissoa e Chrysoscias), ora com trés ou mais sementes (em Bolusafra, Cajanus,
Dunbaria e Adenodolichos) (Grear 1970, 1978; Lackey 1981; Harms 1904).

Estudos moleculares de DNA de cloroplasto apontaram Cajaninae como
monofilética (Bruneau et al. 1995; Egan et al. 2016; LPWG 2017), contudo vale ressaltar
que estes estudos possuem amostragem muito baixa e nenhum deles é focado na subtribo,
ou qualquer um dos seus géneros. Através de analises de DNA das regides de ITS
(nuclear) e rpl32-trnL (UAG) e trnQ (UUG) -5'rps16 (cloroplasto), nossos resultados
apontam que Cajaninae € monofilética, bem como os géneros Eriosema, Flemingia e
Adenodolichos. Os taxons de Cajaninae compartilham muitas caracteristicas
morfolégicas e isso pode esclarecer um pouco o arranjo dos tadxons nas arvores
filogenéticas. E importante salientar que nossa amostragem é ampla, com mais da metade
dos representantes da subtribo, além de nossos estudos abordarem morfologia, anatomia,
ultraestrutura e filogenia, reforcando nossas conclusées sobre a homogeneidade do grupo,
contudo analises de filogendmica podem ser necessarias para um completo entendimento

das relacdes entre os taxons do grupo.

Diante do exposto e considerando que a revisdo bibliografica mostra que existem
estruturas secretoras peculiares a este grupo, primeiramente estudadas por Debold (1892)
e Lackey (1972) em alguns taxons de Phaseoleae, o primeiro capitulo desta tese apresenta
uma revisita aos tricomas foliares ocorrentes em Cajaninae, ampliando a amostragem
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(164 taxons da subtribo) e aprofundando as descri¢cbes sobre cada tipo de estrutura
secretora existente nesta subtribo [Revisiting the leaflet secretory structures in subtribe
Cajaninae  Benth. (Leguminosae, Phaseoleae)]. Este capitulo foi publicado
eletronicamente na revista International Journal of Plant Sciences em agosto de 2018.
Adicionalmente, nenhum estudo sobre a ultraestrutura e a histoquimica dos tricomas
secretores de Cajaninae havia sido conduzido. Neste contexto, o segundo capitulo da
presente tese tratou sobre as conexdes existentes entre as secreces glandulares e as
estruturas subcelulares de trés principais glandulas de Cajaninae [Ultrastructure and
secretion of glandular trichomes in species of subtribe Cajaninae Benth (Leguminosae,
Phaseoleae)]. Este capitulo foi publicado eletronicamente na revista Protoplasma em
setembro de 2018. Em relacdo ao pouco conhecimento sobre as relagdes filogenéticas na
subtribo Cajaninae, o terceiro capitulo retratou a filogenia molecular de Cajaninae, com
uma ampla amostragem, a fim de verificar sua monofilia e examinar as relacbes entre
seus géneros. Além disso, provemos a reconstrucao de estados ancestrais das estruturas
secretoras da subtribo [Filogenia e evolucdo de caracteres na subtribo Cajaninae

(Leguminosae — Phaseoleae)].

Sendo assim, esta tese atendeu os objetivos propostos desde o seu projeto inicial:
i) conhecer os tipos, a ocorréncia, a composicdo quimica dos exsudatos e 0 mecanismo
de secrecdo das estruturas secretoras de Cajaninae; ii) testar a monofilia da subtribo; iii)
esclarecer a delimitacdo dos géneros pertencentes a Cajaninae, especialmente Rhynchosia
e Eriosema; e iv) reconstruir os estados ancestrais baseados nas estruturas secretoras dos

representantes desta subtribo.



FIG 1: Tricomas glandulares e ndo glandulares em representantes da subtribo Cajaninae.
A. glandulas vesiculares em face abaxial de foliolos de A. baumii, B. A. punctatus, C. A.
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rhomboideus, E-F. E. platycarpon, G. E. campestre var. delicatula. D e H. glandulas
vesiculares e tricomas de base bulbosa em face abaxial de foliolos B. bituminosa (D) e E.
campestre var. campestre (H). I. tricomas tectores em face abaxial de foliolo de E.
violaceum. J-K. Estipulas com tricomas tectores em E. tacuaremboense e glandulares E.
campestre var. campestre.

2Zpnin ¥

FIG 2: Imagens de estereomicroscopio mostrando cobertura de tricomas tectores e
glandulares sobre flores e inflorescéncias de representantes de Cajaninae. A. tricomas de
base bulbosa sobre célice de B. bituminosa. B-C. tricomas de base bulbosa sobre célice
de E. campestre var. delicatula. D. glandula vesicular sobre célice de E. campestre var.
delicatula. E-F. indumento amarelado em célice de E. obovatum.
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FIG 3: Imagens de estereomicroscopio mostrando morfologia das sementes e cobertura
de tricomas tectores e glandulares sobre os frutos de representantes de Cajaninae. A.
tricomas tectores e tricomas de base bulbosa em E. campestre var. campestre. B. tricomas
tectores e glandulas vesiculares em fruto de E. longifolium. C-E. morfologia das sementes
de E. obovatum, E. platycarpon e E. tacuaremboense. F. fruto imaturo densamente
indumentado de E. violaceum.
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Consideracdes finais

Esta tese incluiu um completo levantamento das estruturas secretoras ocorrentes
na subtribo Cajaninae, investigacdo sobre os tipos de material secretados por estas
glandulas e sua ultraestutura, e uma abrangente filogenia, bem como uma reconstrucéo
da evolucdo das glandulas amplamente distribuidas neste grupo. E importante salientar

que todos estes objetivos foram cumpridos com cobertura amostral significativa.

As estruturas secretoras de Cajaninae estdo distribuidas de modo geral em quase
todos os representantes desse grupo, sendo elas: glandula vesicular, tricoma de base
bulbosa, tricoma capitado, tricoma de base secretora e idioblastos secretores. Os dois
primeiros tipos de glandulas ja haviam sido anteriormente mencionados em trabalhos de
sistematica sobre a subtribo e desde o seu descobrimento, no século 19, foram incluidas
como uma das caracteristicas mais importantes para o reconhecimento e sustentacdo de

Cajaninae.

Nosso trabalho pode contribuir significativamente com a ciéncia, pois além de
revisitar estas glandulas que ja haviam sido descritas para 0 grupo, com nossos dados
podemos discutir o tipo de composto secretado por elas, as estruturas subcelulares
envolvidas no processo de secrecdo e principalmente a funcdo e importancia que elas
desempenham para o0 grupo, que se diversificou em ambientes com muita exposi¢do

luminosa e raios UV, como as savanas e cerrados.

Com a concluséo deste trabalho podemos afirmar que Cajaninae, bem como
Adenodolichos, Flemingia, Dunbaria, Cajanus e Eriosema séo grupos monofiléticos,
sendo este ultimo o género com a mais recente diversificagdo dentro da subtribo,

necessitando de mais estudos filogenéticos com diferentes marcadores para obter melhor
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compreensdo do relacionamento dos seus tdxons. Além disso, Chrysoscias, Bolusafra,
Paracalyx e Rhynchosia sdo grupos ndo monofiléticos, levantando a necessidade de mais
estudos sistematicos com estes tdxons, e também em relacdo aos aspectos nomenclaturais
dos mesmos. Estudos de datacdo molecular e histéria biogeografica da subtribo estéo

sendo desenvolvidos para melhor compreensdo da sistematica do grupo.
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