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RESUMO GERAL

FAGUNDES, Odair de Souza. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Dezembro de 2019. Caracterizagdo anatdmica foliar e morfo-anatomia de
nectarios extraflorais de Inga Mill (Fabaceae) na regido norte de Mato
Grosso. Orientadora: Ivone Vieira da Silva. Co-orientador: José Martins
Fernandes.

O estudo da anatomia foliar e estruturas secretoras para géneros neotropicais
ainda é insipiente, principalmente se tratando de espécies arbodreas. Nesse
estudo avaliamos a similaridade de 25 espécies e a morfo-anatomia de
nectarios extraflorais de 15 espécies do género Inga Mill. Coletamos amostras
foliares e submetemos as técnicas usuais a mao livre para obtencao de
seccOes transversais e paradérmicas. As analises e registros dos caracteres
anatébmicos foram feitas em fotomicroscopios. Selecionamos 29 caracteres
anatdmicos observados numa matriz de presenca (1) ou auséncia (0) e a partir
dai propomos agrupamentos em um dendrograma pelo método WPGMA. Para
analise morfo-anatbmica dos nectarios extraflorais, coletamos e fixamos o
material em FAA50% e acondicionamos em etanol 70%. Incluimos as amostras
em resina sintética e seccionamos longitudinalmente em microétomo rotativo.
Coramos as secc¢des com azul de toluidina e montamos Iaminas permanentes.
Predominantemente as espécies de Inga apresentam epiderme com parede
sinuosa em ambas as faces, tricoma tector unicelular, estbmatos nivelados as
demais células epidérmicas, cristas estomaticas, camara subestomatica
conspicuas, mesofilo dorsiventral e cristais de oxalato de calcio na nervura
central. Os nectarios extraflorais possuem trés tipos estruturais e apresentam
trés zonas distintas, sendo zona secretora (epiderme e parénquima
nectarifero), zona intermedidria (parénquima subnectarifero) e zona vascular.
Os caracteres anatdomicos foliares distinguiram especificamente 52% espécies
de Inga em 4 grupos principais e mostrou que espécies da mesma secao do
género ndo se agruparam entre si. O padrdo anatdmico dos nectarios
extraflorais para as espécies do género € diverso e 0 mecanismo de exsudacao

de néctar se da por ruptura epidérmica e cuticular.

Palavras-chave: Mimoside, Inga, Similaridade, Estrutura secretora.



GENERAL ABSTRACT

FAGUNDES, Odair de Souza. M.S. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Marco de 2014. Leaf anatomical characterization and morpho-anatomy of
Inga Mill (Fabaceae) extrafloral nectaries in the northern region of Mato
Grosso. Adviser: Ivone Vieira da Silva. Co-adviser: José Martins Fernandes.

The study of leaf anatomy and secretory structures for Neotropical genera is still
incipient, especially in the case of tree species. In this study we evaluated the
similarity of 25 species and the morpho-anatomy of extrafloral nectaries of 15
species of the genus Inga Mill. We collected leaf samples and subjected to the
usual freehand techniques to obtain transversal and paradermic sections. The
analyzes and records of the anatomical characters were made in
photomicroscopes. We selected 29 anatomical characters observed in a
presence (1) or absence (0) matrix and from there we propose groupings in a
dendrogram by the WPGMA method. For morpho-anatomical analysis of
extrafloral nectaries, we collected and fixed the material in 50% FAA and
conditioned in 70% ethanol. We included the samples in synthetic resin and
sectioned longitudinally in a rotating microtome. We stained the sections with
toluidine blue and set up permanent slides. Predominantly Inga species have an
epidermis with a sinuous wall on both sides, a single-celled trichome, stomata
flush with the other epidermal cells, stomatic ridges, conspicuous substomatic
chamber, dorsiventral mesophyll and calcium oxalate crystals in the central
vein. Extrafloral nectaries have three structural types and have three distinct
zones, the secretory zone (epidermis and nectariferous parenchyma),
intermediate zone (subnectariferous parenchyma) and vascular zone. The leaf
anatomical characters specifically distinguished 52% species of Inga in 4 main
groups and showed that species from the same section of the genus did not
group together. The anatomical pattern of extrafloral nectaries for the species of
the family is diverse and the mechanism of exudation of nectar occurs through

epidermal and cuticular rupture.

Keywords: Mimoside, Inga, Similarity, Secretory structure.



1. INTRODUGCAO GERAL
1.2. A familia Fabaceae Lindl

A Familia Fabaceae Lindl., também denominada de Leguminosae
compBe no mundo aproximadamente 766 géneros e 19.580 espécies, €
considerada a terceira maior familia de angiospermas, tradicionalmente
subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Papilionoideae e
Caesalpinioideae (LEWIS et al., 2005; DUTRA, 2008). Apresenta distribuicéo
geogréfica cosmopolita, exceto na Antartida e atualmente aparece subdividida
em seis subfamilias: Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae,
Dialioideae, Caesalpinioideae e Papilionoideae (LPWG, 2017).

No Brasil a familia possui 222 géneros, 2.848 espécies, sendo 1.541
consideradas endémicas, com 615 registros para o estado de Mato Grosso e
1138 para o dominio fitogeografico amazénico (FLORA DO BRASIL, 2020).
Ducke (1949) publicou “As Leguminosas da Amazdnia Brasileira”, com chave
de identificacdo para o0s géneros, diagnoses, distribuicdo geografica,
fitogeografia e nomes populares de 785 espécies. Silva et al. (1988) publicaram

uma lista prévia das leguminosas na Amazonia com 1.241 espécies.

Em andlise da colecdo do Herbario da Amazbdnia Meridional
(HERBAM), em Alta Floresta (MT), por meio de coletas realizadas na regiao
norte do estado, nos municipios de Apiacas, Paranaita, Alta Floresta, Nova
Canaa do Norte, Novo Mundo, Tabapord, Itauba, Ipiranga do Norte, Colider,
Claudia, Sinop, Parque Nacional do Juruena e Parque Estadual do Cristalino,
verificamos que o HERBAM estéa representado por 59 géneros e 153 espécies
de Leguminosae, distribuidas principalmente entre os géneros Inga com 22
espécies, Senna com 12 espécies, Bauhinia com 8 espécies, Mimosa com 7
espécies, Chamaecrista com 6 espécies, Machaerium e Swartzia com 5
espécies cada, Zygia e Parkia com 4 espécies cada (FERNANDES et al.,
2015).

Uma observacdo feita por Silva & Silva (2014) é que as
Leguminosas aparecem como um dos elementos dominantes da flora,

representando até cerca de 17% do total de espécies em regides tropicais.
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Estudos do componente arbéreo apontam para Fabaceae como sendo a
familia mais rica e mais importante nos mais diversos dominios e
fitofisionomias (ALMEIDA et al., 2014; CARMO & ASSIS, 2012; LOSCHI et al.,
2013; PENNINGTON et al., 2009). De acordo com Gentry (1982), as
Leguminosas constituem uma familia dominante em formacdes neotropicais,
apresentando maior riqueza especialmente em locais com marcante

estacionalidade climatica.

Leguminosae é também considerada a segunda maior familia com
potencial econdmico devido a alta producdo de: sementes, legumes, folhas,
raizes e flores, correspondendo a cerca de 30% do consumo de proteina no
mundo (LEWIS & OWEN, 1989; GRAHAN & VANCE, 2003; FERNANDES et
al., 2014), a exemplo da soja, a maior commodity brasileira. As espécies dessa
familia desempenham papéis ecolégicos diversos, contribuem de forma
significativa para a diversidade regional (SILVA & SOUZA-LIMA, 2013), possui
capacidade de fixar nitrogénio da atmosfera, por simbiose. Essas tém sido
cultivadas em meio a outras culturas em sistemas diversificados, podendo ser
utilizadas também como adubo verde e forrageira, madeireiro para construcao,
utensilios tecnolégicos, combustivel, medicinal, ornamental, sombra, entre
outros usos (FERNANDES et al., 2014).

1.2. O género Inga Mill

O género Inga diversificou-se no neotropico nos ultimos 2 milhdes de
anos e atualmente compreende cerca de 300 espécies de arvores restritas as
florestas tropicais da Ameérica, compde as florestas tropicais de terras baixas e
montanhosas em toda a zona tropical umida desde o norte do México ao norte
do Uruguai, com maior diversidade de espécies concentrada proximo aos
Andes no Peru, Equador, Coldmbia e dentro desta area ocupa uma grande
variedade de habitats, abundantes em climas umidos ndo sazonais e também
em areas sazonalmente secas (PENNINGTON, 1997; STEVENS, 2017).

No que diz respeito a distribuicdo desse género no Brasil, Lobato et
al., (2013) analisaram pontos de ocorréncia de mais de 20 mil espécimes

depositados nas cole¢bes de todo o Brasil e encontraram o maior nimero de
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espécies para o bioma Amazoénico, 114 respectivamente. NUmero esse que
esta acima do citado no banco de dados do Flora do Brasil, que indicam 97
espécies para o0 bioma amazénico (FLORA DO BRASIL, 2020). Essa
discrepancia no numero de espécies do género contesta a lista de espécies da
flora do Brasil, que segundo Lobato et al., (2013), se encontra defasada, muito
por motivo da morosidade na analise das exsicatas para confirmagdo de

identificac&o.

As espécies desse género apresentam potencial econémico, sendo
utilizada para fins de reflorestamento, fitoterapia, producédo de energia e
alimentacdo (SOUSA et al, 2011). Os Ingas como popularmente sé&o
conhecidos também possuem importancia ecoldgica de manutencdo do
equilibrio natural, fornecendo néctar, polen, frutos, sementes e sarcotesta para
a fauna local (POSSETTE & RODRIGUES, 2010).

O grupo caracteriza-se basicamente por apresentar porte arboreo,
inermes, com ramos cilindricos ou estriados. Suas folhas podem ser pinadas,
paripinadas, 2-multifolioladas. Nectéarios foliares presentes na raque entre 0s
foliolos, apéndice terminal geralmente presente, raque foliar geralmente alada,
raramente marginada ou sem ala, foliolos simétricos, opostos e nervura
principal central. As inflorescéncias sdo emracemos, capituliformes,
espiciformes ou umbeladas, axilares ou terminais. Suas flores sdo sésseis ou
pediceladas, 5-7mera, homorficas, calice valvar, lacinias regulares ou
irregulares, corola valvar, lacinias regulares, androceu com mais de dez
estames, filetes concrescidos em tubo estaminal exserto ou incluso, anteras
sem glandulas, gineceu unicarpelar raramente pluricarpelar e dialicarpelar. O
fruto € do tipo legume, indeiscente ou tardiamente deiscente, polispérmico,
faces abertas ou cobertas pelas margens, margens estreitas ou espessas, com
ou sem estrias longitudinais, coriaceos, papirdceos ou lenhosos. As sementes
com sarcotesta carnosa, adocicada, comestivel e pleurograma ausente
(FLORA DO BRASIL, 2020).

Nos ultimos 10 anos os estudos de anatomia foliar do género Inga
gue sdo encontrados na literatura, em sua maioria, tratam-se da investigagéo
de poucas espécies ou de espécie isolada, a exemplo das espécies estudadas
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nos trabalhos realizados por Pireda et al., (2018 e 2018b), Silva et al., (2012),
Junglos et al., (2017), Souza et al., (2015), Braz et al., (2012) e Silva et al.,
(2014) que estudaram as espécies de |. alba, I. cylindrica, I. edulis, I. laurina, |.
marginata, |. vera e Fernandes (2011) que estudou a diversidade morfoldgica,
taxondmica e anatdbmica de Ingeae no estado de Minas Gerais.

1.3. Nectérios Extraflorais - NEFs

Os nectarios sao estruturas secretoras que ocorrem na superficie de
alguns grupos de plantas, sendo especializados na secre¢do de solucéo
adocicada (néctar) (COUTINHO et al., 2012). De maneira geral sao
classificados como nectarios florais, quando localizados nas partes florais das
plantas e nectarios extraflorais (NEFs), estes localizados nos o0rgaos
vegetativos, cujas informagdes sobre a estrutura morfoanatémica, composicéo

e funcdes ainda séo escassas (COUTINHO et al., 2012).

Os nectarios extraflorais sao registrados para mais de 100 familias
de angiosperma, aproximadamente 4017 espécies. A familia Fabaceae
apresenta nectarios extraflorais em aproximadamente 920 espécies
distribuidas em 98 géneros. E detentora do maior nimero de espécies e com
maior diversidade de nectarios extraflorais que provavelmente desempenharam
papel evolutivo na diversificacdo dos clados dessa familia, no entanto, sua

anatomia tem sido pouco estudada (WEBER et al., 2015).

Os nectarios foliares apresentam uma ampla variedade de forma e
distribuicdo e € uma caracteristica quase universal para o género Inga.
Normalmente, um Unico nectario esta presente na raque foliar entre cada par
de foliolos, mas podem apresentar entre 2-3 nectarios presentes no mesmo né
ou na nervura central, isoladamente ou varios. A forma do nectario varia de
pulvinato, plano, pateliforme e ciforme. A estrutura do nectario é Util
contribuindo na identificacdo das espécies, onde é possivel encontrar uma
variacdo consideravel no comprimento, largura e no formato que podem sofrer
modificacbes em resposta ao ambiente em que as espécies sdo encontradas,
como no caso de altas altitudes, onde o nectario foliar pode ficar reduzido ou

ausente. A importancia ecologica dos nectarios estd no estabelecimento de

20



interagdo com muitos insetos, especialmente formigas e vespas que defendem

a planta contra os herbivoros em troca de néctar (PENNINGTON, 1997).

Nos ultimos 10 anos séo encontrados na literatura estudos de morfo-
anatomia e histoquimica de nectarios extraflorais em Fabaceae e pouquissimos
trabalhos com o género Inga, a exemplo de Pireda et al. (2018), que
trabalharam especificamente a espécie |. edulis (Vell.) Mart.; Gonzalez &
Marazzi (2018) que descreveram anatomicamente os nectarios extraflorais de
12 espécies de 10 género de Fabaceae, mas nenhuma do género Inga;
Coutinho et al. (2012) descreveram anatomicamente o0s nectarios de 8
espécies do géneros Chamaecrista Moench; Machado et al. (2008)
descreveram a morfologia de nectarios extraflorais para 40 espécies de
diferentes familias do Cerrado Brasileiro, mas nenhuma espécie do género
Inga e Melo et al. (2010a) e (2010b) descreveram a anatomia e a morfologia
dos nectarios extraflorais de 35 espécies de Fabaceae de Floresta
Sazonalmente Seca (Caatinga) no Brasil, incluindo a espécies . vera Willd.
Nota-se que a pesquisa sobre a morfo-anatomia de estruturas secretoras,
especialmente nectarios extraflorais sdo recentes no Brasil, onde as mais
valiosas contribuicdes para a ciéncia foram feitas nos ultimos 10 anos e 0 mais
importante ainda, espécies de Inga sdo pouquissimos estudadas, apenas duas

espécies foram citadas nos trabalhos acima.
1.4. Breve caracterizacdo do estado de Mato Grosso

O territério do Estado de Mato Grosso € formado pelos Biomas
Amazonia (53,6%), Cerrado (39,6%) e Pantanal (6,8%) (IBGE, 2012). E um dos
estados da regido Centro-Oeste e o0 terceiro maior estado da federacéo
brasileira que compdem a Amazénia legal (IBGE, 2014; MORENO et al., 2005).
O estado se destaca pela rigueza de sua flora estimada em 6.661 espécies
entre Angiosperma, Bridfitas, Gimnospermas, Samambaias e Licofitas (FLORA
DO BRASIL, 2020), dentre estas, muitas espécies florestais, frutiferas,
palmaceas, forrageiras e medicinais apresentam potencial para uso na
agricultura, melhoramento genético e na industria (SEMA, 2009; BONINI et al.,
2013).
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O Instituto Mato-grossense de Economia Agropecuaria (IMEA, 2017)
apresenta uma divisdo do estado de Mato Grosso em sete macrorregioes,
entre essas, a macrorregido norte que € composta por dezoito municipios,
sendo a cidade de Alta Floresta um dos principais polos econémicos do norte
do estado. O clima nestes municipios é predominantemente quente e Umido,
com temperaturas médias anuais acima de 24°C, pluviosidade média anual
acima de 2.400 mm, com uma estacao seca definida entre 3 a 5 meses e com
tipo de clima Am e Aw (Mongédo e Tropical com estacdo seca) conforme
classificacdo de Koppen (ALVARES et al., 2013; FERNANDES et al., 2015;
ZAPPI et al., 2011). A vegetacdo é composta por Floresta Ombréfila Densa e
Aberta, Floresta Estacional Semidecidual e Decidual, Campinarana, Campo
Rupestre, Floresta Estacional Perenifolia, além de variagbes entre as
fitofisionomias, criando grande heterogeneidade floristica (IVANAUSKAS et al.,
2008; ZAPPI et al., 2011).

1.5. Motivagéo da pesquisa

Baseado no contexto apresentado, este estudo teve como principal
objetivo estudar pela primeira vez espécies de Inga Mill, ocorrentes no norte do
estado de Mato Grosso, regido do portal da Amazénia. Para isso, dividimos o
trabalho em dois capitulos, o primeiro possui o0 objetivo de analisar a
similaridade entre 25 espécies de Inga Mill ocorrentes no norte do estado de
Mato Grosso e detectar caracteres que sejam potenciais para subsidiar e
contribuir para estudos taxondémicos e filogenéticos do género via
caracterizacdo anatomica foliar. O segundo capitulo possui o objetivo de
fornecer novas evidéncias sobre a morfo-anatomia de nectérios extraflorais

para o género e seu mecanismo de liberacéo de néctar.
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3. CAPITULOS

3.1. ANATOMIA FOLIAR COMPARADA DE Inga Mill (FABACEAE) NA
REGIAO NORTE DE MATO GROSSO, BRASIL.
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Resumo — (Anatomia foliar comparada de Inga Mill (Fabaceae) na regiéo
norte de Mato Grosso). As fitofisionomias amazbnicas ocupam um territorio
de mais de 50% do estado de Mato Grosso entre as regides Norte e Oeste,
contribuem para uma grande diversidade de espécies, no entanto, os estudos
mais especificos a respeito dessa pluralidade floristica do estado ainda sao
insipientes. Baseado nesse contexto, nosso objetivo foi estudar pela primeira
vez as caracteristicas anatdbmicas da lamina foliar de 25 espécies de Inga Mill
ocorrentes no estado de Mato Grosso como para a Amazonia brasileira a fim
de testar a possibilidade de contribuicdo taxonémica para 0 género a partir da
anatomia da folha, e assim, ampliar o acervo de informacdes para esse género
neotropical. Coletamos as amostras foliares das vinte e cinco espécies e
submetemos as técnicas usuais a mao livre para obtencdo de seccdes
transversais e paradérmicas. As analises e registros dos caracteres anatdbmicos
foram feitas em fotomicroscopio. Selecionamos 29 caracteres anatémicos
observados nas 25 espécies numa matriz de presenca (1) ou auséncia (0) para
avaliacdo das similaridades entre as espécies por meio de agrupamentos e
geramos um dendrograma em WPGMA. Consideramos 8 caracteres
anatdomicos como predominantes e 7 como raros. Os caracteres predominantes
estdo presentes em 84% das espécies enquanto que 0s caracteres raros em
apenas 16% das espécies. Predominantemente as espécies de Inga
apresentam epiderme com parede sinuosa em ambas as faces, tricoma tector
unicelular, estdmatos nivelados as demais células epidérmicas, cristas
estomaticas, camara subestomatica conspicua, mesofilo dorsiventral e cristais
de oxalato de calcio na nervura central. No entanto, a presenca de camara
subestomatica inconspicua, auséncia de cristas estomaticas, presenca de
paredes curvas nas células epidérmicas adaxiais, presenca de silica nas
células epidérmicas e cuticula espessa colaboraram para a distingdo de 52%
das espécies e as dividiu em quatro grupos principais. A andlise do
agrupamento por similaridade em relacdo as sec¢des do género mostra que as
espécies ndo se agruparam entre si, 0 que nos levou a propor duas novas
hipéteses para as secdes do género Inga.

Palavras-chave: Ingeae, Clado Mimosoide, Inga, Caracteres Anatémicos.

28



Abstract - (Comparative leaf anatomy of Inga Mill (Fabaceae) in the
northern region of Mato Grosso). Amazonian phytophysiognomies occupy a
territory of more than 50% of the state of Mato Grosso between the North and
West regions, they contribute to a great diversity of species, however, the more
specific studies regarding this floristic plurality of the state are still incipient.
Based on this context, our objective was to study for the first time the
anatomical characteristics of the leaf blade of 25 species of Inga Mill occurring
in the state of Mato Grosso as for the Brazilian Amazon in order to test the
possibility of taxonomic contribution to the genus from anatomy of the leaf, and
thus, expand the collection of information for this neotropical genus. We
collected the leaf samples of the twenty-five species and submitted to the usual
freehand techniques to obtain transversal and parapermic sections. The
analyzes and records of the anatomical characters were made using a
photomicroscope. We selected 29 anatomical characters observed in the 25
species in a presence (1) or absence (0) matrix to assess the similarities
between species through clusters and generate a WPGMA dendrogram. We
considered 8 anatomical characters as predominant and 7 as rare. The
predominant characters are present in 84% of the species while the rare
characters are present in only 16% of the species. Predominantly, Inga species
have an epidermis with a sinuous wall, a single-celled trichome, stomata flush
with other epidermal cells, stomatic ridges, conspicuous substomatic chamber,
dorsiventral mesophyll and calcium oxalate crystals. However, the presence of
inconspicuous substomatic chamber, absence of stomatal ridges, presence of
curved walls in adaxial epidermal cells, presence of silica and thick cuticle
contributed to the distinction of 52% of the species and divided them into four
main groups. The analysis of the grouping by similarity in relation to the
sections of the genus showed that the species were not grouped together,
which led us to propose two new hypotheses for the sections of the genus Inga.

Keywords: Ingeae, Climos Mimosoide, Inga, Anatomical Characters.
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Introducéo

Registros fosseis de Fabaceae Lindl., apontam que seus principais
clados se formaram por volta de 60 milhGes de anos atras e atualmente
apresentam distribuicAo cosmopolita, somando aproximadamente 19.580
espécies distribuidas em 766 géneros e 6 subfamilias, com representantes em
guase todos os biomas do globo até mesmo em habitats mais extremos
(STEVENS, 2017). As espécies dessa familia compdem as florestas tropicais
Umidas de varzea, florestas secas e savanas ao longo dos trépicos, regides
mediterraneas, desérticas e temperadas, além das altas latitudes e elevacgoes.
Apresentam grande variagdo quanto a forma de vida, variando de arvores
tropicais emergentes, arbusto, subarbusto, cipés lenhosos a pequenas ervas
anuais ou perenes. Possui como carateristica ecolégica mais conhecida a sua
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico em simbiose com rizobios do solo,
no entanto, nem todas as leguminosas, como também sdo conhecidas, formam

associacdes com bactérias fixadoras de nitrogénio (STEVENS, 2017).

Fabaceae € considerada como a mais expressiva familia botanica do
Brasil (DAVID et al., 2015), sendo representada pelas subfamilias:
Duparquetioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Caesalpinioideae e
Papilionoideae (LPWG, 2017). Na ultima classificacdo para as subfamilias de
Fabaceae, Mimosoideae foi sinonimizada e suas espécies foram incluidas
como um clado distinto na atual subfamilia Caesalpinioideae. O clado Mimoside
contém todos o0s géneros anteriormente designados para a subfamilia
Mimosoideae, sendo composto por aproximadamente 3300 espécies
morfologicamente distintas (LPWG, 2017).

A familia Fabaceae apresenta-se bem resolvida taxonomicamente,
no entanto, ha um grande numero de taxons intraespecificos aos quais
geralmente apresentam problemas de circunscricdo, € o caso de espécies
distintas com morfologia convergente (SILVA & TOZZI, 2013). A saida para
esse problema foi a utlizacdo da filogenia molecular para taxonomia das
plantas, mas que atualmente conseguiu amostrar apenas 5% de todas as
espécies da tribo Ingeae Benth, tribo essa que possui caracteres anatdémicos
com potencial de utilizacdo como diagnosticos para definir informacdes

taxondmicas (BROWN, 2008).
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Uma investigagdo filogenética molecular de Inga Mill demonstrou
que suas espécies sao claramente distintas por combina¢gdes Unicas de
caracteres e apontam para uma diversificacdo recente, estimando que sua
especiacao tenha se concentrado nos ultimos 10 milhées de anos, com muitas
espécies surgindo ha apenas 2 milhdes de anos, que coincide com as grandes
elevacbes mais recentes dos Andes, a ponte do Istmo do Panama e os ciclos
glaciais do Quaternario (RICHARDSON, 2001).

O género Inga Mill., pertence atualmente a subfamilia
Caesalpinioideae, tribo Ingeae e possui cerca de 300 espécies divididas em 14
secdes criadas a partir de caracteres morfologicos (PENNINGTON, 1997).
Dentre as 14 sec¢Oes, Bourgonia (Benth), Pseudinga (Benth), Inga (J. Leon) e
Leptinga (Benth) compde 18 das 25 espécies (72%) desse estudo.

E um género botanico exclusivamente neotropical, presente desde o
norte do México, até ao sul do Uruguai (BROWN, 2008; PENNINGTON, 1997;
POSSETTE & RODRIGUES, 2010). No Brasil estdo catalogadas cerca de 132
espécies distribuidas por todos os dominios fitogeograficos brasileiros, como

maior proporc¢ao para o dominio amazénico (FLORA DO BRASIL, 2018).

Para o estado de Mato Grosso sdo reconhecidas e estdo
depositadas no Herbario Central da Universidade Federal de Mato Grosso e no
Herbario da Amazbnia Meridional, de 22 e 26 espécies do género Inga
respectivamente (DAVID et al., 2015; FERNANDES et al., 2015). Enquanto que
no banco de dados do Flora do Brasil, verificamos a ocorréncia de 22 espécies
Inga para o estado de Mato Grosso (FLORA DO BRASIL, 2019). Segundo
Lobato et al., (2013), essa discrepancia no numero de espécies ocorre por
motivo de morosidade na analise das exsicatas para confirmacdo de

identificacdo e posterior lancamento na plataforma on-line.

Diante de toda essa diversidade se faz necessarios esforcos para
estudar o niumero maximo de espécies a fim de servir como base para futuros
estudos mais detalhados, onde destacamos o importante papel da
caracterizacdo anatdbmica dos 6rgdos vegetativos das plantas, que servem
como dados adicionais as caracteristicas morfologicas externas podendo ser
usados para resolver problemas taxonémicos (METCALFE & CHALK, 1983)
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evolutivos e biogeograficos. A caracterizacdo anatdbmica fornecer apoio a
identificacdo das espécies atraves da observacdo de caracteres da lamina
foliar para melhor situar essas espécies em seus respectivos taxons
(MARQUES, 2001). Estudos anatdmicos possibilitam encontrar caracteres que
estejam distribuidos entre as espécies contribuindo com o avanco do
conhecimento sobre determinados grupos, além de fornecer base para
taxonomia e relacdes histdricas evolutivas entre seus taxons por meio de
agrupamentos baseados em presenca e auséncia de caracteres. Assim, Nn0SSo
estudo objetivou verificar a similaridade entre 25 espécies em 9 secfes de Inga
Mill ocorrentes no norte do estado de Mato Grosso e detectar caracteres
anatbmicos que sejam potenciais para subsidiar e contribuir nos estudos
taxondmicos e filogenéticos do género, ampliando o acervo de informacdes

para géneros neotropicais.

Material e Métodos
Area de estudo

O territorio do estado de Mato Grosso (Fig. 01) € formado pelos
Biomas Amazonia (53,6%), Cerrado (39,6%) e Pantanal (6,8%) (IBGE, 2012),
sendo um dos estados da regido Centro-Oeste, terceiro maior da federacéo
brasileira que compdem a Amazoénia legal (IBGE, 2014; MORENO et al., 2005).
O estado destaca-se pela riqueza de espécies com potencial para uso em
diversos setores da economia (SEMA, 2009; BONINI et al., 2013) e ao qual foi
dividido em quatro territérios, entre eles, o Portal da Amaz6nia, composto por

16 municipios no extremo norte do estado (COCARO et al., 2016).

O estado de Mato Grosso possui duas estacdes bem definidas,
sendo chuvosa entre outubro a abril e seca entre maio e setembro, com
precipitacdo anual que varia de 1200 a 2000 mm aproximadamente, com
maiores niveis para as regides Norte e Médio Norte do estado. O clima é
guente, sazonalmente seco (Aw) com temperaturas que variam de 23 a 26,8°C.
(SOUZA et al., 2013). A regido norte do estado em especifico possui vegetacao
do tipo de transicdo entre Floresta Ombrofila e Floresta Estacional, Floresta
Estacional e Savana e Floresta Ombrofila e Savana (IBGE, 2004; ZAPPI et al.,
2011).
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Figura 01. Mapa da area de estudo destacando os municipios do estado de
Mato Grosso onde houveram coletadas. Fonte: Luciano D. Conceicéo.

Anatomia Foliar

Coletamos amostras foliares de 16 espécies em ambiente natural e
outras 9 espécies de material herborizado da cole¢do do Herbario da Amazonia
Meridional (HERBAM), da Universidade do Estado de Mato Grosso, campus
universitario de Alta Floresta, totalizando 25 espécies elencadas na tabela
abaixo (Tabela 01). As espécies coletadas in situ foram identificadas a campo
pelo especialista no género José Martins Fernandes e depositadas no
HERBAM. Utilizamos amostras foliares de trés folhas adultas de cada espécie
para a analise anatémica.

Fixamos amostras da regido mediana da folha das espécies
coletadas em ambiente natural em FAA50% (Formaldeido, Acido acético e
Alcool) por um periodo de 48 horas e posteriormente conservamos em etanol
70% (JOHANSEN, 1940) onde permaneceram armazenadas. Para as amostras
herborizadas, a regido mediana da folha foi reidratada com agua quente e
glicerina, na proporcgéo de 3:1 por 30 minutos conforme Smith & Smith (1942).

Posteriormente, seccionamos as amostras foliares transversalmente a mao
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livre, com auxilio de lamina de a¢o. Submetemos ao processo de clarificacdo

em hipoclorito de sodio 2%, lavamos em agua destilada, coramos em Azul de
astra e Fucsina béasica (ROESSER, 1962).

Tabela 1. Espécies de Inga Mill (Fabaceae) submetidas ao estudo anatomico foliar
com ocorréncia para o estado de Mato Grosso, Brasil.

Espécies Ponto de coleta Voucher
Inga acreana Harms.* 56°15°23"S / 10°9'13"W 10966
Inga alba (Sw.) Willd. 56°18'3"W / 10°9'46"S -

Inga bourgonii (Aubl.) DC.* 57°2'12,8"W / 9°14'43,4"S 17047
Inga capitata Desv. 56°1'42"W | 9°49'52"S 24329
Inga chartacea Poepp. & Endl. 56°15'39"W / 9°58'37"S 24281
Inga cylindrica (Vell.) Mart.* 55°46'27"W [/ 10°58'55"S 5403
Inga disticha Benth.* 55°27'48"W [ 11°20'58"S 3539
Inga edulis Mart. 56°5'37"W / 10°2'41"S 24292
Inga heterophylla Willd. 56°5'7.7"W / 9°53'4.7"S 24282
Inga ingoides (Rich.) Willd. 56°6'4"W / 10°2'15"S 24330
Inga laurina (Sw.) Willd. 56°6'4"W / 10°2'15"S 24278
Inga leiocalycina Benth. 56°11'47"W / 9°56'2"S 24287
Inga macrophylla Humb. & Bonpl. ex Willd.  56°9'56"W / 9°54'32"S 24285
Inga marginata Willd. 56°12'7"W / 9°53'27"S 24286
Inga nobilis Willd. 56°16'15"W / 10°7'30"S 24273
Inga obtusata Spruce ex Benth.* - 7102
Inga paraensis Ducke* 55°58'47"W / 10°20'16"S 9541
Inga pezizifera Benth. 56°22'33"W / 10°2'6"S 24266
Inga pilosula (Rich.) J.F.Macbr. 55°56'42.1"W / 9°53'19.6"S 24326
Inga punctata Willd.* - 2436
Inga striata Benth. 55°58'47"W / 10°20'16"S -

Inga thibaudiana DC.* 57°4'1,38"W [/ 9°14'12,28"S 17518
Inga umbelifera (Vahl) DC.* 56°47'13"W / 9°19'24"S 6812
Inga velutina Willd. 55°58'47"W /[ 10°20'16"S 24288
Inga vera Willd. 56°31'27"W / 9°55'36"S 24289

(*)Espécies com amostras de material herborizado; (-) Nao ha.

Para andlise da epiderme foliar, utilizamos o método de dissociacao
de Jeffrey (KRAUS & ARDUIN, 1997) modificado, onde acondicionamos
porcdes foliares em potes coletores com solucdo contendo agua oxigenada
(Volume 30) e acido acético glacial na propor¢cdo de 1:1 e submetemos ao
aquecimento em estufa de circulacdo a 65 °C por periodo de 48 horas. Apos
esse periodo, lavamos as amostras em agua destilada e com auxilio de um
pincel, separamos as duas superficies epidérmicas e coramos com fucsina
basica (ROESER, 1962).

Montamos as sec¢Bes em laminas permanentes com Verniz Vitral

Acrilex ® (PAIVA et al., 2006) e observamos em fotomicroscopio Leica DMLB,
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onde obtivemos as ilustracdes por meio do capturador de imagens com o
auxilio do programa Leica IM50 no Laboratério de Biologia Vegetal (UNEMAT),
Campus de Alta Floresta - MT. Confeccionamos pranchas anatbmicas para
evidenciar o padrao das espécies.

Analise dos dados

Inserimos inicialmente 46 caracteres anatdmicos observados nas 25
espécies em estudo numa matriz de presenca (1) ou auséncia (0),
posteriormente retiramos dessa matriz as caracteristicas anatbmicas
compartilhadas e ausentes em todas as espécies (Tabela 02), restando para
analise posterior o total de 29 caracteres. Realizamos uma Analise de
Agrupamentos (clusters), para isso criamos duas matrizes de dissimilaridade
usando a funcéo vegdist() do pacote vegan (OKSANEN et al., 2019), usando os
algoritmos de Jaccard e Sgrensen, procedemos com testes de agrupamento
através da funcdo hclust() do pacote stats e diferentes métodos de
agrupamento sobre as matrizes para identificar qual apresentava menor
distorcdo através do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC) via funcéo
cophenetic() do pacote stats (R CORE TEAM, 2019). Consideramos aceitaveis

os valores superiores a 0,7 por admitirem uma correlagéo forte.
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Tabela 2. Caracteres anatémicos foliares usados para correlacdo das 25 espécies de Inga Mill (Fabaceae) ocorrentes no Estado de Mato Grosso, Brasil. Presenca (1) ou
auséncia (0) dos caracteres. Caracteres: 1) Epiderme adaxial com parede curva; 2) Epiderme adaxial com parede sinuosa; 3) Silica epidérmica; 4) Espessura da Cuticula
(<25%); 5) 25-50%; 6) >50%; 7) Tricoma tector unicelular; 8) Tricoma tector pluricelular; 9) Tricoma glandular pluricelular; 10) Tricoma glandular com uma cabega; 11) Tricoma
glandular com mais de uma cabeca; 12) Estématos nivelados; 13) Estdbmatos elevados; 14) Cristas estomaticas; 15) Camara subestomatica conspicua; 16) Camara
subestomatica inconspicua; 17) Camara supraestomatica conspicua; 18) Camara supraestomatica inconspicua; 19) Parénquima palicadico com mais de uma camada; 20)
Mesofilo dorsiventral; 21) Mesofilo isobilateral; 22) Parénquima lacunoso com espacos conspicuo; 23) Parénquima lacunoso com espagos inconspicuo; 24) Colénquima
angular; 25) Colénquima anelar; 26) Macroesclereides; 27) Braquiesclereides; 28) Drusas; 29) Monocristais.
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Resultados
Caracterizacao anatomica

De maneira geral, grande parte das 25 espécies estudadas
apresentaram, em vista frontal, células epidérmicas das superficies abaxial e
adaxial com contorno de parede predominantemente sinuoso (Fig. 2A), exceto
l. leiocalycina e I. vera que apresentaram contorno curvo (Figs. 2B, 2C) em
ambas as faces. Todas as espécies sdo hipoestomaticas com estbmatos do
tipo paracitico (Figs. 2D, 2E, 2F) encontrados predominantemente nivelados as
demais células epidérmicas (Figs. 3A) ou levemente elevados (Fig. 3B) como é
0 caso registrado para de I. ingoides. Cristas estomaticas foram registradas
para a maioria das espécies (Fig. 3B) exceto I. capitata, I. cylindrica e I.
macrophylla (Fig. 3C). Logo abaixo, cAmaras subestomaticas conspicuas foram
registradas para o maior numero de espécies (Figs. 3C), sendo incospicuas em
I. laurina e I. nobilis (Fig. 3D), assim como camara supraestomaticas
conspicuas foram registradas para I. acreana, I. disticha, I. edulis, I. ingoides, I.
marginata, |. paraensis, I. pilosula, I. punctata, I. thibaudiana, I. umbelifera, I.
velutina e I. vera (Fig. 3B) e incospicuas para I. alba, I. bourgonii, I. chartacea,
I. heterophylla, I. laurina, I. leiocalycina, I. nobilis, I. obtusata, |. pezizifera e I.
striata (Fig. 3D).

A espessura da cuticula se mostrou bem variavel entre as espécies,
sendo desde delgada para a espécie |. nobilis (Fig. 3E), levemente espessa
com espessura de 25% em relacdo as células epidérmicas para as espécies |.
alba, |. bourgonii, |. capitata, |. cylindrica, |. heterophylla, I. laurina, I.
leiocalycina, I. macrophylla, I. marginata, |. obtusata, |. pezizifera, I. pilosula, I.
striata, I. thibaudiana, I. umbelifera e I. vera (Fig. 3F) e com espessura de
aproximadamente 50% em relacédo as células epidérmicas para as espécies |.
acreana, |. chartacea, I. disticha, I. edulis, I. ingoides, I. paraensis, |. punctata e
l. velutina (Fig. 3G).

Evidenciamos tricomas tectores na lamina foliar e na nervura central
em ambas as faces na maioria das espécies, exceto para |. obtusata e I. striata.
Estes sdo unicelulares (Figs. 3H-3L) a multicelulares (Fig. 3M), lisos, curtos e
longos (Figs. 3H-3L). Também confirmamos presenca de tricomas glandulares

multicelulares curvos com cabeca unicelular (Figs. 3N-3P) ou multicelular (Figs.
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3Q, 3R, 3S) para as espécies |. acreana, |. alba, I. disticha, |. edulis, I. ingoides,

l. leiocalycina, I. macrophylla, I. obtusata, I. pilosula, I. striata, I. velutina e I.

vera.

Figura 02: Vista frontal da epiderme foliar da face adaxial (A-C) e abaxial (D-F)
de Inga Mill. Células epidérmicas com contorno sinuoso e estbmatos
paraciticos em |. capitata (A) e I. nobilis (D). Células epidérmicas com contorno
curvo e estdbmatos paraciticos em |I. leiocalycina (B e E) e |. vera (C e F). CE =
Células epidérmicas, Est = Estbmatos, Si = Silica. Barra: 20 pm.

O mesofilo € predominantemente dorsiventral (Fig. 4A) e raramente
isobilateral (Fig.4B), caso registrado apenas para |. cylindrica. Para a maioria
das espécies, o parénquima palicadico apresentou uma camada com células
alongadas (Fig. 4A), exceto para |. acreana, |. bourgonii, I. cylindrica, I. laurina,
l. leiocalycina, |. marginata, I. nobilis, I. paraensis, I. punctata e I. velutina, onde
registramos parénquima palicadico com mais de uma camada (Figs. 4B, 4C). O
parénquima lacunoso apresenta células isodiamétricas com espagos
inconspicuos para as espécies |. alba, I. capitata, I. laurina e 1. nobilis (Fig. 4C)
e conspicuos para o restante das espécies (Fig. 4D). Ainda no mesofilo,
registramos feixes vasculares secundarios do tipo colateral com presenca de
fiboras na parte superior e inferior do feixe (Fig. 4E) e presenca de
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macroesclereides (Fig. 4F) em |. bourgonii, |. capitata, |. chartacea, I. cylindrica,

l. leiocalycina, I. marginata, |. obtusata, |. pazizifera, I. pilosula e I. vera.

Q«?Axuhﬁ’h

Figura 03: Vista transversal dos estdomatos, camara subestomatica e
supraestomatica e cristas estomaticas de 1. edulis (A), I. velutina (B), I.
macrophylla (C) e I. laurina (D). Espessura da cuticula de 1. nobilis (E), I.
obtusata (F) e I. disticha (G). Tricomas tectores de |. alba (H), I. acreana (I), I.
disticha (J e L) e I. velutina (K e M). Tricomas glandulares de I. vera (N), .
velutina (O e P), I. edulis (Q e R), I. pilosula (S). Crs = Crista estomatica, Csb =
Camara subestomatica, Csp = Camara supraestomatica, Cut = Cuticula, Ep =
Epiderme, Est = Estdmato, Pp = Parénquima palicadico, Tg = Tricoma

glandular, Tt = Tricoma tector. Barra: (A-G) 20 um, (H-S) 30 pm.

Na nervura central, todas as espécies apresentam feixe vascular do
tipo bicolateral em formado de arco fechado totalmente envolto por fibras
perivasculares (Fig. 4G). Dois tipos de colénquima s&o registrados no
parénquima de preenchimento da nervura central na face abaxial, sendo do

tipo anelar para |. capitata, |. chartacea, I. cylindrica, I. heterophylla, 1. ingoides,
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l. laurina e |. marginata (Fig. 4H) e angular para as demais espécies (Fig. 41).
Também encontramos na nervura central a presenca de braquiesclereides (Fig.
4J) em |. capitata, I. cylindrica, I. laurina, I. obtusata, |. pazizifera, I. pilosula, I.
thibaudiana, I. velutina e |. vera, além de Cristais de oxalato de calcio em
praticamente todas as espécies (Fig. 4K) exceto para |. obtusata. Registramos
presenca de drusas apenas em |. acreana (Figs. 4L, 4M) e metabdlitos
secundarios em |. striata (Fig. 4N).

e

ne

Figura 04. Mesofilo de I. heterophylla (A), I. cylindrica (B), I. nobilis (C), I.
pezizifera (D). Feixe vascular secundario de I. alba (E). Macroesclereides de |I.
obtusata (F). Feixe vascular da nervura central de |. striata (G). Colénquima de
l. ingoides (H) e I. leiocalycina (). Braquiesclereides de I. velutina (J). Cristais
de oxalato de célcio de |. marginata (K). Drusas de I. acreana (L e M).
Metabolitos secundarios de |. striata (N). Br = Braquiesclereides, Co =
Colénquima, Cr = Cristais de oxalato de célcio, Dr = Drusas, Ep = Epiderme,
Est = Estbmato, Fb = Fibras esclerenquimaticas, FI = Floema, Fv = Feixe
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vascular, Mr = Macroesclereides, Ms = Metabdlito secundario, Pl = Parénquima
lacunoso, Pp = Parénquima pali¢adico, Xi = Xilema. Barra: 50 pum.

Anélise de agrupamento

Destacamos 29 caracteres anatdmicos nas 25 espécies de Inga
estudadas (Tabela 2) e submetemos aos testes para identificacdo de valor de
coeficiente cofenético (CCC) que foi de 0,758 sob a matriz de similaridade de
Jaccard. Geramos um dendrograma (Fig. 05) e apés uma anélise, notamos que
um corte feito no valor de dissimilaridade de 0,45 resulta na formacgéao de cinco
grupos, no qual as espécies |. laurina e . nobilis apresentaram maior
dissimilaridade com relacdo as demais espécies, enquanto que as espécies |.

pilosula e I. thibaudiana apresentaram maior similaridade (Fig. 05).

Da esquerda para direita, trés grupos foram formados com duas
espécies cada (Fig. 05). Estes apresentaram caracteres anatdmicos exclusivos
gue possibilitaram a distingdo dos mesmos perante os demais. O caractere
diagnostico anatdbmico que possibilitou a formacdo do agrupamento das
espécies I. laurina e I. nobilis foi a presenca de camara subestomatica
inconspicuas. Enquanto que para o agrupamento das espécies |. capitata e |I.
cylindrica foi a auséncia de cristas estomaticas. Ja para o agrupamento das
espécies |. leiocalycina e I. vera o caractere diagndstico foi a presenca de
paredes curvas nas células epidérmicas adaxiais e a presenca de silica nas

células epidérmicas em vista frontal.

A presenca de cuticula com aproximadamente 50% de espessura foi
0 caractere anatdmico exclusivo responsavel pelo quarto grupo formado pelas
espécies de |. ingoides, |. paraensis, |. acreana, |. punctata, I. velutina, |I.

disticha e I. edulis.

O quinto e maior grupo foi formado pelas espécies |I. chartacea, |.
heterophylla, |I. marginata, |. umbellifera, I. macrophylla, I. pilosula, I.
thibaudiana, |. striata, I. alba, I. bougornii, I. obtusata e |. pezizifera, onde
compartilharam caracteristicas gerais entre si e 0s grupos anteriores, néo

havendo caracteres anatdmicos exclusivo para esse grupo.
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Figura 05. Analise de agrupamento das 25 espécies arboreas estudadas.
Agrupamento por dissimilaridade em método simples de agrupamento
hierarquico aglomerado (WPGMA) via algoritmo de Jaccard. CCC = 0.758.
Correlacionamos os grupos formados pelo dendrograma (Fig. 4) com
as secOes do género Inga Mill (Tabela 03). As vinte cinco espécies estudadas
estdo distribuidas em 9 secdes com predominancia das sec¢des Pseudinga
(Benth) e Bourgonia (Benth), ambas com 6 espécies cada. As espécies dessas
duas secBes demostram afinidade devido ao fato de se agruparem no
dendrograma e serem responsaveis pela definicdo dos grupos | e Il. Espécies
da secdo Pseudinga (Benth) também apresentam tendéncia de se agruparem
com espécies da secédo Inga (J. Ledn), caso registrado na formacao dos grupos
[l e IV. Os grupos de | a IV foram formados por apresentarem caracteres
exclusivos e esses grupos possuem mais de 75% das espécies distribuidas

nas trés principais secoes.
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Tabela 3. Relacdo da andlise de agrupamento com as sec¢fes das vinte e cinco
espécies de Inga Mill ocorrentes no estado de Mato Grosso, Brasil.

Grupos Espécies Secodes

| Inga laurina (Sw.) Willd. Bourgonia (Benth)
Inga nobilis Willd. Pseudinga (Benth)

I Inga capitata Desv. Pseudinga (Benth)
Inga cylindrica (Vell.) Mart. Bourgonia (Benth)

" Inga leiocalycina Benth. Pseudinga (Benth)
Inga vera Willd. Inga (J. Ledn)
Inga ingoides (Rich.) Willd. Inga (J. Ledn)
Inga paraensis Ducke. Leptinga (Benth)
Inga aceana Harms. Pseudinga (Benth)

v Inga punctata Willd. Pseudinga (Benth)
Inga velutina Willd. Longiflorae (Benth)
Inga disticha Benth. Vulpinae (Benth)
Inga edulis Mart. Inga (J. Ledn)
Inga chartacea Poepp. & Endl. Pseudinga (Benth)
Inga heterophylla Willd. Leptinga (Benth)
Inga marginata Willd. Bourgonia (Benth)
Inga umbelifera (Vahl) DC. Leptinga (Benth)
Inga macrophylla Humb. & Bonpl. ex Willd. Tetragonae (Pittier)

Vv Inga pilosula (Rich.) J.F.Macbr. Pilosulae (J. Ledn)
Inga thibaudiana DC. Multijugae (J. Ledn)
Inga striata Benth. Tetragonae (Pittier)
Inga alba (Sw.) Willd. Bourgonia (Benth)
Inga bourgonii (Aubl.) DC. Bourgonia (Benth)
Inga obtusata Spruce ex Benth. Longiflorae (Benth)
Inga pezizifera Benth. Bourgonia (Benth)

Discusséao

Nesse estudo, avaliamos anatomicamente 25 espécies,
distribuidas em 9 das 14 secdes de Inga. As espécies das se¢Bes Pseudinga,
Bourgonia e Inga além de serem predominantes, apresentaram afinidades
entre si na formacdo de grupos cujo fator de formacdo foi a presenca de
caracteres anatdbmicos exclusivos. Nao houveram similaridades anatémicas
entre as espécies da mesma secdo, contrapondo dessa forma a atual
organizacdo das espécies dentro das respectivas secdes. Taxonomicamente
as espécies do género Inga sdo bem definidas por possuirem combinacdes
Unicas de caracteres moleculares e formarem um grupo monofilético com
relacdo aos outros tdxons mais proximos filogeneticamente (RICHARDSON et

al., 2001), no entanto, a organizacao dessas espécies em se¢des baseadas em
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dados morfolégicos ainda ndo estd bem definidas, formando grupos
parafiléticos sujeitos a futuras restruturacdes, como se observa no cladograma

apresentado pelos autores supracitados.

A investigagdo anatbmica aqui realizada corrobora com as
carateristicas anatdbmicas descritas em estudos anteriores para espécies da
familia Fabaceae. Caracteristicas estas como: células epidérmicas com
paredes sinuosas a curvas, cuticula espessa a delgada, folha hipoestoméatica
com estdbmatos paraciticos, estdmatos nivelados as demais células
epidérmicas, camara subestomética conspicua, tricomas tectores unicelulares
ou pluricelulares, tricomas glandulares, mesofilo dorsiventral ou isobilateral,
parénquima palicadico unisseriado ou bisseriado, parénquima lacunoso
conspicuo ou inconspicuos, feixe secundario colateral e feixe bicolateral na
nervura central envolvidos por fibras perivasculares e colénquima angular junto
a nervura central sdo descritas para espécies do género Inga Mill (SILVA et al.,
2012), e demais géneros da familia como Bauhinia L. (PEREIRA et al., 2018),
Chamaecrista Moench (SILVA et al.,, 2019), Abarema Pittier (SILVA et al.,
2012), Cassia L (BRIGIDA et al., 2015), Senna Mill (RODRIGUES, et al., 2009)
e Erythrina L (SILVA et al., 2013).

Nesse estudo também encontramos esclereides em 13 das 25
espécies, sendo elas: I. bourgonii, |. capitata, |. chartacea, I. cylindrica, |I.
laurina, I. leiocalycina, I. marginata, |. obtusata, |. pezizifera, I. pilosula, I.
thibaudiana, |. velutina e I. vera. Caracteristica essa ndo mencionada na
anatomia foliar de Inga. Esclereides sdo muito citadas em estudos com
sementes na familia Fabaceae a exemplo de Lima et al., (2018) e Loureiro et
al., (2013). Mesmo ndo sendo uma caracteristica responsavel por distinguir
nenhum dos grupos formados, acreditamos que a presenca macroesclereides
e braquiesclereides em 13 das espécies estudadas |lhes conferem alguma
estratégia adaptativa, visto que estas células conferem sustentacdo e rigidez
para as folhas das plantas que as possuem devido ao espessamento e
enrijecimento de sua parede por lignina (APPEZZATO-DA-GLORIA &
CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

Os caracteres anatdmicos mais especificos, ou seja, que estavam

presentes em apenas um dos cinco grupos, sdo responsaveis pela definicao
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dos mesmos, tais como: camara subestoméatica inconspicuas, auséncia de
cristas estomaticas, cuticula espessa, presenca de paredes curvas nas células
epidérmicas e presenca de silica, podem ser utilizados em estudos
sistematicos. Porém estes estdo intimamente ligados com o aparato
fotossintético, complexo estomatico, defesa e adaptacdo das plantas, por
estarem localizados na regido epidérmica, sendo influenciados por fatores
abidticos, podem ser alteradas de acordo com o ambiente em que estas
espécies estdo inseridas. Indicamos nesse sentido maior esforco amostral
dessas espécies em diferentes regides e ambientes afim de testar a resiliéncia

desses caracteres.

A espessura da cuticula, por exemplo, foi uma das caracteristicas
gue agrupou 6 espécies no dendrograma e a camara subestomatica
inconspicuas agrupou 2 espécies, distinguindo dois grupos especificos. A
cuticula espessa e uma camara subestomatica conspicua conferem maior
resisténcia as condi¢cdes extremas do ambiente, estabelecendo maior protecéo
a perda de agua, minimizando a irradiacdo solar, contribuindo para a defesa
contra herbivoros e tem atuacdo contra fungos (METCALFE & CHALK 1979;
FAHN & CUTLER, 1992; NETO & MARTINS, 2012). Sendo assim, espécies
gue apresentaram camara subestomatica inconspicua pressupdem maior
fragilidade a essas condicbes imposta pelo ambiente. Entretanto, outro
caractere anatdomico ligado aos fatores ambientais, responsavel por agrupar
mais duas espécies foi a auséncia de cristas estomaticas, estas estruturas sédo
efetivas em reduzir a perda de agua, especialmente nos periodos mais quentes
do dia (FERRI, 1953, FERRI & LOBAURIAU, 1952; GRISI, 1976), que tendo
estas estruturas ausentes, caracteriza um grupo de espécies que nao

necessariamente sofre pressao ambiental por algum tipo de estresse hidrico.

O contorno curvo das paredes celulares e a presenca de silica foram
responsaveis pelo agrupamento de mais duas espécies, onde as paredes
epidérmicas com contorno curvo pode ser uma adaptacdo aos diferentes tipos
de ambientes, propiciando maior resisténcia da epiderme e maior mobilidade a
folha (KRAUS, 1949). A presenca de silica na folha contribui evitando perda de
agua dos tecidos internos (KRAUS, 1948), sendo responsavel também pela

reducédo da transpiragdo (METCALFE & CHALK, 1988).
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Outra caracteristica bem comum entre as espécies foi a presenca de
cristais de oxalato de calcio, que de acordo com Metcalfe & Chalk (1950), sédo
utilizados para diferenciar a subfamilia Caesalpinioideae de Papilionoideae e
Mimosoideae, configurando-se numa caracteristica taxondmica do grupo.
Metcalfe & Chalk (1950) afirmaram também que a presenca de grupos de
cristais, especialmente no mesofilo, € um caréater utilizado para diferenciacédo
entre as subfamilias de Leguminosae. No entanto, nossos resultados
apontaram apenas para a presenca desses idioblastos na regido da nervura
central. Cristais de oxalato de calcio nas células esclerenquimaticas na face
abaxial do feixe vascular da nervura central foram descritos para 0 género
Trifolium (ZORIC et al.,, 2012), Senna (RODRIGUES et al., 2009), Cassia
(BRIGIDA et al., 2015) e Caesalpinia (MARTEL et al., 2014), além de drusas
nas células parenquimaticas proximas ao feixe da nervura central que também
foram descritos para espécies do género Cassia e Bauhinia (FERREIRA &
FLORES, 2013) e Caesalpinia (MARTEL et al., 2014).

Algumas das espécies apresentaram mesofilo com parénquima
palicadico unisseriado, e outras, bisseriado. Segundo Rodriguez-Calcerrada et
al. (2008), esta diferenca tende a decorrer em virtude da plasticidade do
mesofilo em resposta aos fatores abiéticos do meio ambiente, de modo que a
luminosidade é um fator que pode apresentar um efeito direto sobre a estrutura

anatdmica das folhas.

Concluséao

Dos 29 caracteres anatdbmicos selecionados e de acordo com sua
frequéncia entre as espécies, 8 sdo considerados predominantes, ou seja, com
ocorréncia confirmada para quase 85% das espécies estudadas e 7 sado
considerados raros, com presenca confirmada para apenas 16% das espécies.
Predominantemente as espécies de Inga apresentam epiderme com parede
sinuosa, tricoma tector unicelular, estdmatos nivelados as células epidérmicas,
cristas estomaticas, camara subestomatica conspicua, mesofilo dorsiventral e
cristais de oxalato de calcio. Raramente apresentam epiderme com parede
curva, cuticula delgada, estdmatos elevados em relacdo a epiderme, camara

subestomatica inconspicua, mesofilo isobilateral, parénquima lacunoso
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inconspicuo e drusas, portanto quando presentes tém potencial de utilizacao
para estudos taxondmicos, porém, sugerimos maiores estudos afim de testar a
resiliéncia destes caracteres, pois na regido anatdmica que se encontram,
podem estar sofrendo influencia dos fatores ambientais em que as espécies

estao expostas.

Os caracteres anatomicos distinguiram especificamente 17 das 25
espécies de Inga Mill (52%) em 4 grupos principais que refletem similaridade
anatbmica e diferem da atual divisdo do género nas secdes. Apenas dois
caracteres anatdmicos, considerados aqui como raros sdo fundamentais na
separacdo de dois grupos, a epiderme com parede curva e camara
subestomatica inconspicua. O restante das espécies pertence a um grupo
maior formado por caracteres anatdmicos nao exclusivos dos grupos presentes

de 32% a 72% das espécies estudadas.

A relacdo entre a andlise de agrupamento e as secdes do género
mostrou que espécies da mesma se¢ao nao se agruparam entre si na analise
de similaridade, esse fato nos leva a supor que essa investigacdo anatdmica
das espécies seja capaz de gerar novas discussodes e fornece novos dados que

ap6em uma revisao das sec¢des do género Inga.
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3. CAPITULOS

3.2. MORFO-ANATOMIA DE NECTARIOS EXTRAFLORAIS DE Inga Mill
(FABACEAE) NA REGIAO NORTE DE MATO GROSSO, BRASIL.
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Resumo - (Morfo-anatomia de nectérios extraflorais de Inga Mill
(Fabaceae) na regidao norte de Mato Grosso). A anatomia de estruturas
secretoras, especialmente nectarios extraflorais (NEFs) sdo recentes no Brasil,
onde as mais valiosas contribuicdes para a ciéncia foram feitas nos ultimos 10
anos, sendo que espécies de Inga Mill sdo pouquissimo estudadas. A fim de
fornecer novos dados sobre a anatomia de NEFs para o género e seu
mecanismo de liberacdo de néctar, propomos descrever a anatomia dos NEFs
de quinze espécies do género Inga. Para isso, coletamos nectéario extrafloral de
segunda e terceira ordem de folhas adultas no municipio de Alta Floresta,
extremo norte do estado de Mato Grosso. Fixamos em FAA50% e
acondicionadas em etanol 70%. Para as analises anatdémicas, incluimos as
amostras de NEFs em resina sintética e posteriormente seccionamos
longitudinalmente em micrétomo rotativo. Coramos as sec¢fes com azul de
toluidina e montamos laminas permanentes. Quanto a morfologia, trés tipos
estruturais foram encontrados nas espécies estudadas: pateliforme,
cupuliforme e ciatiforme. Predominantemente, as espécies apresentam
epiderme uniestratificada e cuticula delgada. As bordas sdo formadas por
células parenquimaticas grandes e com espacos intercelulares conspicuos. O
parénquima nectarifero localiza-se na fenda nectarifera logo abaixo da
epiderme, apresentando de 3-18 camadas de células pequenas. O parénquima
subnectarifero possui de 3-10 camadas de células geralmente de tamanho
médio. O tecido vascular € composto por xilema e floema que estédo
organizados em quatro diferentes formas, sendo conico/afunilado, em meia lua,
em “V” e formato reto vertical. Idioblastos como os cristais de oxalato de calcio
estdo presentes em todos os tecidos dos nectarios. Os NEFs de Inga séo
morfologicamente distintos, apresentam evidéncias de secrecdo via ruptura
cuticular e epidérmica e confirmam padrdo anatdmico observado nos demais
géneros da familia Fabaceae.

Palavras-chave: Leguminosa; Mimoside; Inga; Estrutura secretora; Amazonia.
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Abstract — (Morpho-anatomy of the extra-floral nectaries of the Inga plant
(Fabaceae) in the northern region of Mato Grosso). The anatomy of
secretory structures, especially extrafloral nectaries (NEFs) are recent in Brazil,
where the most valuable contributions to science have been made in the last 10
years, with Inga Mill species being scarcely studied. In order to provide new
evidence on the anatomy of NEFs for the genus and its nectar release
mechanism, we propose to describe the anatomy of NEFs of fifteen species of
the genus Inga. For that, second and third order extrafloral nectaries were
collected in the municipality of Alta Floresta, in the extreme north of the state of
Mato Grosso. We established 50% FAA and conditioned 70% ethanol. For
anatomical analysis, we included samples of NEFs in synthetic resin and then
cross-sectioned in a rotating microtome. We stained the sections with toluidine
blue and set up permanent slides. As for morphology, three structural types
were found in the species studied: patelliform, cupuliform and ciatiform.
Predominantly, the species have uni-stratified epidermis and thin cuticle. The
borders are formed by large parenchymal cells and conspicuous intercellular
spaces. The nectariferous parenchyma is located in the nectariferous slit just
below the epidermis, with 3-18 layers of small cells. The subnectariferous
parenchyma has 3-10 layers of cells, usually of medium size. The vascular
tissue is composed of xylem and phloem, organized in four different forms,
being conical / conical, in a half-moon, in "V" and in the straight vertical format.
Idioblasts, like calcium oxalate crystals, are present in all nectary tissues. Inga’'s
NEFs are morphologically distinct, show evidence of secretion by cuticular and
epidermal rupture and confirm the anatomical pattern observed in the other
genera of the Fabaceae family

Keywords: Legume; Mimoside; Inga; Secretory structure; Amazon.
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Introducéo

Os nectarios sao estruturas secretoras que ocorrem na superficie de
alguns grupos de plantas, sendo especializados na secre¢do de solucéo
adocicada (néctar), que podem ser classificados como nectarios florais, quando
localizados nas partes florais das plantas e nectarios extraflorais (NEFs),
localizados nos 6rgdos vegetativos, cujas informacgdes sobre a estrutura morfo-
anatdmica e composicdo desses nectarios ainda sao incipientes (COUTINHO
et al., 2012).

Nectarios sdo registrados para mais de 100 familias de
angiospermas, sendo Facabeae a que apresenta o maior numero de espécies
e com maior diversidade morfologica de nectarios, que provavelmente
desempenharam papel evolutivo na diversificacdo dos clados dessa familia, no
entanto, sua anatomia tem sido pouco estudada (GONZALES et al., 2018). De
acordo com Weber et al. (2015), existem 4017 espécies de angiospermas com
nectarios extraflorais, dessas, 920 espécies em 98 géneros sdo membros da

familia Fabaceae.

Os tipos de nectarios presentam uma ampla variacao e distribuicéo,
sendo uma caracteristica quase universal para o género Inga; Normalmente,
um unico nectéario esta presente na raque foliar entre cada par de foliolo, mas
podem apresentar entre 2-3 nectarios presentes no mesmo no ou ha nervura
central, isoladamente ou varios; O tipo do nectario varia de pulvinato, plano,
pateliforme e ciforme; E possivel encontrar uma variacdo consideravel no
comprimento, largura e no formato, que podem sofrer modificacbes em
resposta ao ambiente que as espécies sdo encontradas e ecologicamente,
plantas com nectarios estabelecem interacdo com muitos insetos,
especialmente formigas e vespas que defendem a planta contra os herbivoros
(PENNINGTON, 1997).

Nos ultimos 10 anos é notado um aumento de estudos morfo-
anatébmicos e histoquimicos de nectarios extraflorais, porém, pouquissimos
trabalhos com o género Inga, a exemplo de Pireda et al., (2018), que
trabalharam especificamente a espécie |. edulis (Vell.) Mart., e Melo et al.,

(2010) que descreveram a anatomia dos nectarios extraflorais de I. vera Willd

55



dentre 35 espécies de Fabaceae de floresta sazonalmente seca (Caatinga) no
Brasil. Gonzalez & Marazzi (2018) descreveram anatomicamente 0S nectarios
extraflorais de 12 espécies de 10 género de Fabaceae, Coutinho et al., (2012)
gue descreveram anatomicamente 0s nectarios de 8 espécies do géneros
Chamaecrista Moench e Machado et al., (2008) que descreveram a morfologia
de nectarios extraflorais para 40 espécies de diferentes familias do Cerrado
brasileiro, ndo apresentam descri¢do para espécies do género Inga.

A investigacdo morfoldgica e anatbmica dos NEFs do género Inga é
importante, pois pode subsidiar estudos taxondmicos (COUTINHO et al., 2012,
AGUIRRE et al., 2013, OJEDA et al., 2014), evolutivos (PASCAL et al., 2000),
contribuir na compreensdo da dinamica de producdo e secrecdo de néctar
(HEIL 2016, RODRIGUEZ-MORALES et al., 2016, DELGADO et al., 2017),

além de fornecer informacdes para estudos ecoldgicos e aspecto estrutural.

Nota-se que a pesquisa sobre a anatomia de estruturas secretoras,
especialmente dos NEFs é recente no Brasil, onde as mais valiosas
contribuicbes para a ciéncia nesse sentido foram feitas nos ultimos 10 anos
sendo pouquissimas as espécies de Inga estudadas. Diante disso, afim de
fornecer novos dados sobre a morfo-anatomia de nectarios extraflorais e seu
mecanismo de liberacdo de néctar, estudamos a anatomia dos nectarios
extraflorais de quinze espécies do género Inga Mill com ocorréncia no estado

de Mato Grosso.

Material e Métodos

Realizamos coletas aleatérias de parte da raque foliar com nectarios
extraflorais (NEFs) de 15 espécies do género Inga Mill (Tab. 01), no municipio
de Alta Floresta (Fig. 01), extremo norte do estado de Mato Grosso (09° 52’
25,57 S, 56° 06’ 20,8” W). A regidao possui clima quente, sazonalmente seco,
com periodo de estiagem de trés a cinco meses por ano, sendo registradas
temperaturas médias anuais acima de 26°C, pluviosidade média anual entre
2.400 mm a 2.800 mm (ALVARES et al., 2013; OLIVEIRA-FILHO, 2017). A

vegetacdo da regido é de transicdo entre Floresta Ombrofila e Floresta
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Estacional, Floresta Estacional e Savana e Floresta Ombréfila e Savana (IBGE,
2004; ZAPPI et al., 2011).

$9°00.000"W 55°0'0.000"W 51°0'0.000"W
1 1 1

10°0'0.000"S
10°0'0.000"S

0 500 1000 km
[ B

14°00.000"S
14°0'0.000"S

Legenda

América do sul
[ Brasil
[] Mato Grosso
Il Alta Floresta

18°00.000"S
T
18°0'0.000"S

0 500 1000 km
I

1000 2000 km
L | | |

T T T
59°0°0.000"W 55°0"0.000"W 51°0'0.000"W

Figura 01. Mapa da area de estudo destacando o municipio de Alta Floresta,
estado de Mato Grosso, Brasil. Fonte: Luciano D. Conceicéo.

Coletamos os nectarios de segunda e terceira ordem na raque foliar,
em total desenvolvimento e em fase de secrecéo (Fig. 2A). Fixamos o material
em FAA50% (Formaldeido, Acido acético e Alcool) por um periodo de 48 horas
e posteriormente acondicionadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940) (Fig. 2B).
Para as analises anatdmicas, incluimos as amostras de NEFs em resina
sintética Leica® (MEIRA & MARTINS, 2003) (Fig. 2C e 2D) e posteriormente
seccionamos transversalmente em microtomo rotativo, produzindo secc¢des
com 8 um de espessura (Fig. 2E). Coramos as secc¢des com azul de toluidina
(Fig. 2F e 2G), lavamos em agua destilada e montamos laminas permanentes
com Verniz Vitral Acrilex® (PAIVA et al., 2006) (Fig. 2H).

Obtivemos as ilustragdes por meio do capturador de imagens digital
LAS E.Z. 1.7.0 Leica®, acoplado em um foto microscoépio Leica ICC50. A partir

das fotomicrografias confeccionamos pranchas anatbmicas para evidenciar o

57



padrdo das espécies e utilizamos a terminologia dos tipos morfologicos dos

NEFs de Inga proposta por Pennington (1997).

Figura 02. Sequéncia de procedimentos metodoldgicos. (A) Folha com
nectarios extraflorais (NEFs) de I. vera; (B) Material fixado em FAA50% nos
frascos e conservado em etanol 70% nos microtubos eppendorfs; (C) NEFs
imergidos em resina sintética nos histomoldes; (D) NEFs emblocados; (E)
Seccéo transversal dos NEFs em micrétomo rotativo; (F e G) Coloracdo das
seccOes em Azul de toluidina e lavagem em agua destilada; (H) Laminario.

Resultados

Encontramos trés principais tipos estruturais de nectarios extraflorais
(NEFs) nas espécies estudadas de Inga, de acordo com a “cabega” (Tab. 01).
Todas as espécies possuem NEFs elevados em relacdo ao eixo do peciolo da
raque foliar ou raramente impresso como é o caso de |. capitata. Estes também
sdo sésseis ou subsésseis, circulares ou elipticos, caso observado para |.
edulis. De acordo com o formato da “cabecga”, pateliforme € um tipo de nectario
mais comum entre as espécies estudadas, estes apresentam ampla depressao
com as bordas estreitas. Ciatiforme é o segundo tipo mais comum, sendo estes
semelhantes ao formato de uma “xicara” com abertura de menor diametro que
o interior da cavidade. Por fim, cupuliforme com representagdo de uma
espécie, apresentando depressdo na regido central conferindo ao NEF uma
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forma obliqua, bipartida, onde a abertura apresenta o mesmo diametro que o

interior da cavidade.

Tabela 01. Morfologia de nectérios extraflorais das espécies de Inga Mill submetidas
ao estudo morfo-anatébmico no norte do estado de Mato Grosso, Alta Floresta, Brasil.

Espécie Tamanho do estipe Tipo Forma
Inga alba (Sw.) Willd. Subséssil Pateliforme  Circular
Inga capitata Desv. Séssil Pateliforme  Circular
Inga chartacea Poepp. & Endl. Séssil Pateliforme  Circular
Inga edulis Mart. Séssil Cupuliforme Eliptico
Inga heterophylla Willd. Séssil Pateliforme  Circular
Inga ingoides (Rich.) Willd. Séssil Pateliforme  Circular
Inga laurina (Sw.) Willd. Séssil Pateliforme  Circular
Inga macrophylla Humb. & Bonpl. ex Séssil Ciatiforme  Circular
willd.

Inga marginata Willd. Séssil Pateliforme  Circular
Inga nobilis Willd. Séssil Pateliforme  Circular
Inga pezizifera Benth. Séssil Pateliforme  Circular
Inga pilosula (Rich.) J.F.Macbr. Séssil Ciatiforme  Circular
Inga striata Benth. Séssil/Subséssil Pateliforme  Circular
Inga velutina Willd. Séssil Ciatiforme  Circular
Inga vera Willd. Séssil Pateliforme  Circular

Anatomicamente os NEFs das espécies estudadas apresentam
epiderme uniestratificada, com células de formato circular e pequenas,
revestida por uma cuticula que se apresenta delgada, como registrado para as
espécies |. capitata, |I. chartacea, |. edulis, I. ingoides, I. macrophylla, I.
marginata, l. nobilis, I. pezizifera, I. pilosula (Figs. 3G, 3J, 30, 4F, 40, 5B, 5G,
5L, 6B) ou levemente espessada para as espécies de |. alba, I. heterophylla, I.
laurina, I. striata, I. velutina e I. vera (Figs. 3C, 4B, 4K, 6G, 6J, 60). Nao houve
variacdo de formato e tamanho das células epidérmicas e da cuticula nas

regides de borda ou no centro da fenda nectarifera.

Observamos tricomas tectores em I. edulis, I. nobilis, I. pilosula, I.
velutina e |. vera, localizados na base do NEF e nas paredes epidérmicas
laterais (Figs. 3N, 6l e 6M), assim como a formacdo de hifas no interior da

fenda nectarifera de I. macrophylla (Fig. 5C).
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Figura 03. Secc¢des longitudinais dos nectéarios extraflorais de Inga alba (3A —
3D); Inga capitata (3E — 3H); Inga chartaceae (31 — 3M); Inga edulis (3N — 3Q).
Cr) Cristais de oxalato de Calcio; Ct) Cuticula; Ep) Epiderme; Es) Espacos
conspicuos; Fl) Floema; Pn) Parénquima nectarifero; Pp) Parénquima de
preenchimento; Ps) Parénquima subnectarifero; Tf) Terminagdo de floema; Tt)
Tricoma tector; Tv) Tecido vascular; Xi) Xilema.

60



\
b

\.: 50[ m |

b 7 3 ‘}‘g‘é“‘& "x ‘; 1]
R S R !
P e 2oum |

Figura 04. Seccdes longitudinais dos nectérios extraflorais de Inga heterophylla
(4A — 4D); Inga ingoides (4E — 4H); Inga laurina (41 — 4M); Inga marginata (4N —
4Q). Cr) Cristais de oxalato de Célcio; Ct) Cuticula; Ep) Epiderme; Es) Espacgos
conspicuos; Fl) Floema; Pn) Parénquima nectarifero; Pp) Parénquima de
preenchimento; PS) Parénquima subnectarifero; Seta) Ruptura de tecido; Tf)
Terminacao de floema; Tt) Tricoma tector; Tv) Tecido vascular; Xi) Xilema.
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Figura 05. Seccdes longitudinais dos nectarios extraflorais de Inga macrophylla
(5A — 5D); Inga nobilis (5E — 5l); Inga pezizifera (5J — 5M). Cr) Cristais de
oxalato de Calcio; Ct) Cuticula; Ep) Epiderme; Es) Espacos conspicuos; FI)
Floema; Pn) Parénquima nectarifero; Pp) Parénquima de preenchimento; PS)
Parénquima subnectarifero; Seta) Ruptura de tecido; Tf) Terminacdo de
floema; Tt) Tricoma tector; Tv) Tecido vascular; Xi) Xilema.
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Figura 06. Secc¢Oes longitudinais dos nectérios extraflorais de Inga pilosula (6A
— 6D); Inga striata (6E — 6H); Inga velutina (61 — 6L) e Inga vera (6M — 6P). Cr)
Cristais de oxalato de Calcio; Ct) Cuticula; Ep) Epiderme; Es) Espacos
conspicuos; Fl) Floema; Pn) Parénquima nectarifero; Pp) Parénquima de
preenchimento; Ps) Parénquima subnectarifero; Tf) Terminacéo de floema; Tt =
Tricoma tector; Tv) Tecido vascular; Xi) Xilema.
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A borda é formada por células parenquimaticas circulares a ovaladas
grandes com espacos conspicuos préoximo a cavidade nectarifera onde é
possivel notar o acumulo de substancias. Substancia essa, que de acordo com
a regido, seja possivelmente oriunda do néctar (Figs. 3F, 3J, 4B, 4F, 5B, 6B).
Nessa regido ocorre a exsudacdo do néctar a partir de evidencia de cavidade
ou cicatriz (Fig. 4F) de ruptura cuticular e epidérmica (Figs. 30, 5B, 6B)
localizada na lateral interna da cavidade nectarifera préximo a borda. As
estruturas ligadas a essa funcdo como estdmatos ou tricomas glandulares

estdo ausentes nos NEFs das espécies estudadas.

Ja o parénquima nectarifero que se localiza abaixo da epiderme, na
cavidade de secrecédo, € constituido por 3-5 camadas de células em I. vera
(Fig. 60), de 6-8 camadas em I. marginata, I. nobilis e I. pezizifera (Figs. 4P,
5L), de 8-11 camadas de células em I. alba, I. capitata, I. chartacea, I. ingoides,
l. laurina e 1. pilosula (Figs. 3C, 3G, 4G, 4K, 6C), de 10-12 camadas de células
em |. edulis, I. macrophylla, I. striata e I. velutina (Figs. 3P, 5C, 6G, 6K) e 16-18
camadas de células em I. heterophylla (Fig. 4C). Essas células sdo do formato

circular a ovaladas, de tamanho pequeno ou intermediarios.

O parénquima subnectarifero localizado entre o parénquima
nectarifero e o tecido vascular é constituido por 3-5 camada em I. laurina e |I.
pilosula (Figs. 4l, 6C), de 4-7 camadas em |I. alba, I. capitata, I. chartacea, |I.
heterophylla, I. marginata, I. nobilis, I. pezizifera, I. striata, I. velutina e I. vera
(Figs. 3C, 3G, 3M, 4C, 4P, 5l, 5L, 6G, 6K, 60) e de 7-10 camadas em |I. edulis,
l. ingoides e I. macrophylla (Figs. 3P, 4G, 5C). Essas células sdo circulares a
ovaladas o que na maioria dos casos possui tamanho intermediario, porém
podem se apresentar em tamanho menor com similaridade as células

epidérmicas com espacos inconspicuos.

O tecido vascular € composto por xilema e floema (Figs. 3D, 3L, 3Q,
4H, 4Q, 5D, 5H, 6H), organizados de quatro diferentes formas, sendo conico ou
afunilado no sentido de triangulo invertido com base superior reta, encontrado
em: |. chartacea, I. ingoides, I. laurina, I. macrophylla, I. marginata, |. pezizifera,
l. striata e I. vera (Figs. 4E, 4N, 5A, 5J, 6E, 6M). Ocorrem também em formato
de meia lua onde as bordas laterais sdo mais altas que o centro do tecido,

presentes em |. alba, I. heterophylla, I. nobilis, I. pilosula e I. velutina (Figs. 3A,
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4A, 5E, 6A, 61). O formato em “V” que ocorre apenas em |. edulis (Fig. 3N).
Uma excecao ocorre para |. capitata que ndo se enquadra em nenhum dos trés
formatos acima mencionados, onde o tecido vascular percorre em sentido

vertical as laterais do NEF (Fig. 3E).

Idioblastos como os cristais de oxalato de calcio estdo presentes na
maioria dos tecidos dos NEFs de todas as espécies, exceto epiderme, mas
frequentemente se localizam na regido da borda e associados ao feixe vascular
(Figs. 3C, 4D, 4K, 5B, 5F, 5K, 6D, 6F, 60).

Discussao

A organizacdo anatomica dos nectarios extraflorais (NEFSs)
observada em nosso estudo corroboram com as descri¢Oes feitas para NEFs
em outros géneros da familia Fabaceae, tais como: Bauhinia L., Senna Mill.,
Chloroleucon (Benth.) Britton & Rose ex Record., Senegalia Raf., Chamaecrista
Moench., Mimosa L. entre outros (MELO et al., 2010; SILVA et al., 2017;
GONZALES & MARAZZI, 2018; PIREDA et al., 2018; SILVA et al., 2019).
Embora morfologicamente diferentes, encontramos nas espécies estudadas
semelhancas na estruturacdo anatomica entre NEFs de Inga ja descritos na
literatura (PIREDA et al., 2018; FERNANDES, 2011), assim como nos NEFs de
espécies do clado mimosoide (LIMA et al., 2007; MORRIM & BARROSO, 2007;
LPWG, 2017).

N&o constatamos estdmatos ou tricomas glandulares, o que indica
gue a liberacdo do néctar nas espécies do género Inga deve ocorrer por
transporte passivo através da membrana, sendo essa inferéncia assumida por
PIREDA et al. (2018), seguido de ruptura epidérmica. Entretanto, deve-se ter
cuidado ao afirmar exsudacdo de néctar por rompimento cuticular, pois em
alguns casos, esse rompimento estd associado ao comportamento da formiga
ao coletar o néctar (CARDOSO-GUSTAVSON et al., 2013).

A exsudacdo do néctar pode ocorrer por estruturas facilitadoras
como estbmatos modificados, poros, tricomas, microcanais cuticulares ou
ainda, quando a cuticula e as células epidérmicas se rompem devido ao
acumulo de néctar nesses tecidos (FAHN, 1979; NEPI et al., 2007; MELLO et
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al., 2010). A presenca de espacos intercelulares na epiderme e a formacao da
camara subcuticular sdo evidéncias que sugerem secrecao de néctar por meio
de rupturas da cuticula (PAIVA & MACHADO, 2006). Porém, ndo observados

em nosso estudo esses espacos intercelulares na regido epidérmica.

J& os tricomas nectariferos podem estar associados a uma cavidade
secretora de néctar (MELO et al., 2010). Essas cavidades associadas aos
tricomas glandulares sdo comumente encontrados para espécies de Fabaceae
(LACKEY, 1978), mas que ndo confrmamos a partir das espécies aqui
estudadas.

A presenca de hifas fungicas € outra caracteristica comum encontras
nos NEFs que se estende para além da familia Fabaceae (LEITAO et al., 2002;
PAIVA & MACHADO, 2006; FRANCINO at al., 2006; VILHENA-POTIGUARA et
al., 2012). Assumimos que a ocorréncia dessas hifas nos NEFs e sua
proporcao podem estar associadas com o fim da fase secretdria, corroborando
LEITAO et al. (2002) que encontrou maior proliferacdo de hifas na epiderme
secretora e se expandido para os demais tecidos a medida que o nectario entra

em fase senescente.

Existe uma delimitacdo clara onde observa-se sempre uma
epiderme uniestratificada, um parénquima nectarifero ligeiramente em maior
proporcdo que o0 parénquima subnectarifero e a presenca de uma
vascularizacao xilematica e floematica associado a cristais de oxalato de calcio.
Essa divisdo em trés zonas distintas, sendo zona secretora (parénquima
nectarifero), zona intermediéaria (parénquima subnectarifero) e zona vascular é
comum em NEFs (ESAU, 1960; FAHN, 1979).

Com relacdo ao parénquima nectarifero, suas células pequenas,
isodiamétricas, com parede delgada ja foram descritas por outros autores
(FAHN, 1979; DURKEE, 1983; NEPI, 2007), assim também ocorre para 0s
tecidos condutores quem podem ser tanto de xilema quanto de floema e as

terminacdes de floema que alcancam o parénquima subnectarifero.

A vascularizagédo por xilema e floema nos NEFs sao comuns para

além das espécies de Fabaceae (DAVIS et al., 1988; COUTINHO et al., 2012;

COUTINHO & MEIRA, 2015). Sua origem, na maioria dos casos, se da no
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sistema vascular principal do peciolo ou da raque foliar (COUTINHO et al.,
2012). Essa vascularizacao é responsavel pelo suprimento de compostos que
dardo origem ao néctar (NEPI, 2007). O que ndo consta na literatura é a forma

como essa vascularizacao se distribui no nectério.

A vascularizacéo de I. capitata foi um caso aparte, segundo Frey-
Wyssling (1995) e Pascal et al., (2000) se tratar de um nectério mais simples
considerado evolutivamente mais primitivo por apresentar uma area nectarifera

plana e com pouca vascularizacao.

Cristais de oxalato de célcio em NEFs ocorrem com frequéncia em
muitos taxons (METCALFE & CHALK, 1979). A presenca de cristais contribui
com a regulacdo do conteudo de calcio intracelular e confere protecado contra
herbivoro e na manutencao do equilibrio ibénico dentro da célula (FRANCESCHI
& NAKATA, 2005). Com relagéao ao controle da herbivora, os cristais de oxalato
de célcio dificultam a mastigacdo e pode atuar como um composto toxico aos
insetos e animais de grande porte (FRANCESCHI & NAKATA, 2005). Quando
estes cristais estdo associados ao sistema vascular, estdo relacionados com a
translocacdo de solutos através do floema, pois o calcio inibe o fluxo, sendo
necessario a sua eliminacdo para a periferia do sistema vascular (PAIVA &
MACHADO, 2005).

Conclusao

Morfologicamente diversificados, apresentando trés principais tipos:
pateliforme, ciatiforme e cupuliforme. Além disso, apresentaram quatro
principais formas de distribuicdo do tecido vascular, dado esse ainda nao
padronizado nos estudos de estruturas secretoras. Esse padrdo de
organizacao tem importancia de ordem evolutiva, onde os nectarios com maior
ou menor vascularizacdo, caso registrado para |. capitata, podem revelar serem
mais primitivos ou mais derivados e contribuir para o refinamento da filogenia

do grupo.

Hipoteticamente diante das evidéncias anatbmicas, os NEFs
estudados possuem mecanismo de liberacdo de néctar pautado na ruptura

epidérmica e cuticular. Entretanto, esse mecanismo de exsudagdo ainda nao
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esta claro, o que nos leva a acreditar que apenas com estudos ultraestruturais
dos nectarios dessas espécies seja possivel a confirmacdo de nossas

inferéncias.
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CONCLUSOES GERAIS

O estudo anatbmico foliar possibilitou encontrar caracteres
anatdmicos exclusivos e comuns entre as espécies de Inga Mill que resulta na
formacdo de um arranjo fenotipico de acordo com a similaridade anatémica
entre as mesmas. Esse arranjo possui potencial de utilizagdo para estudos
taxonbmicos e filogenéticos futuros, pois apresentou divergéncia quando
relacionamos com as atuais sec¢des de Inga Mill, o que nos levou a propor que
esse estudo seja suficiente para levantar novas discussdes com relacao a atual

organizacao das espécies nas secdes do género.

Estudados o0s nectarios extraflorais, as espécies apresentam
caracteres que ainda ndo foram mencionados na literatura de estudos com
nectarios extraflorais como a forma de organizacdo do tecido vascular dos
nectarios. Esse padrdo de organizacdo torna-se muito importante a ser
observado, pois contribuem em estudos de ordem evolutiva ao discutir se os
nectarios de espécies mais primitivas ou derivadas apresentam menor ou maior
vascularizacdo. Sugerimos também estudos de carater ultraestrutural para
comprovacdes do mecanismo de exsudacdo das espécies estudadas, que
diante das evidéncias anatdémicas, possuem mecanismo de liberacdo de néctar

pautado na ruptura epidérmica e cuticular.
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