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RESUMO

SOUZA, Katiuscia Freire de, D.Sc., Universidade Federaligesa, junho de 2018.
Contribuicdes da anatomia foliar para a taxonomia da tribo Crotoneae Dumort.
(Euphorbiaceae) Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira. Coorientadora:
Ricarda Riina.

A tribo Crotoneae € composta pelos géneros Acidocroton, AstBxaailiocroton,
Croton, Ophellantha, Sagot@aSandwithia, cujas espécies ocorrem nos trépicos de
todo 0 mundo. Com mais de 1300 espécies, Croton é o maior gétrino @aotoneae

e 0 segundo maior género de Euphorbiaceae, enquanto os demeais giesta tribo
ndo chegam a totalizar 35 espécies. Embora dados anatdembamtse mostrados
Uteis para a resolucdo de problemas taxonémicos em Crototenexacunas
consideraveis, devido ao elevado namero de espécies, quanlimitutilizacdo de
dados morfoanatdbmicos nas interpretacbes sobre asOeglaaxondmicas e
filogenéticas da tribo. Apesar dos avancos obtido&ltima década, as filogenias
moleculares carecem do suporte de caracteres morfodogice auxiliem as
delimitacdes genéricas em Crotoneae. Dessa forma, reakzam estudo da anatomia
foliar em trés géneros exclusivamente neotropicais, Acdidogr Astraea e
Ophellantha, de Crotoneae visando identificar caracteristieé@naicas que possam
auxiliar na delimitacdo genérica desta tribo, além do estag@adrao de distribuicdo
das glandulas foliares em Croton matourensis, espécie cujacd@esmenciona
individuos com glandulas presentes ou obscuras. Espécig€ne®s Acidocrotgn
Astraea Ophellanthae Croton matourensis foram submetidas as técnicas usuais para
analises anatdmicas e os resultados mais relevantas grupados em tabelas. Em
Astraea 0s caracteres anatdmicos se mostraram Utais pi@limitacdo de espécies,
possibilitando a elaboracdo de uma chave de identificagh@c@&@cteres anatdémico-
foliares, além de novos registros da presenca de mdéten estipulas de espécies do
género. Os caracteres anatomico-foliares descritosAsadacrotone Ophellantha,
géneros exclusivos da América central e do Norte, destaceegistro inédito de
coléteres e laticiferos em ambos e morfologiasndéstinas estipulas. Os resultados
ampliam a base de dados anatémicos Uteis para Crotonga@aendo tenham sido
suficientes para separar AcidocrotenOphellantha. Em Croton matourensis foi
possivel distinguir dois padrdes de distribuicdo dos riestéalém de verificado a
presenca de coléteres, ampliando assim o conhecimentoca da presenca de

estruturas secretoras foliares na espécie. Desse mtaldrasalho promoveu o
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aumento do banco de dados a cerca da anatomia foliar deergprees da tribo
Crotoneae.
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ABSTRACT

SOUZA, Katiuscia Freire de, D.Sc., Universidade Federal d®sd june 2018.
Contributions of leaf anatomy for taxonomy of Crotoneae Dumort
(Euphorbiaceae) tribe. Advisor: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-advisor:
Ricarda Riina.

The Crotoneaetribe is composed by genres Acidocroton Astraea Brasiliocroton
Croton Ophellantha Sagotia and Sandwithia, whose species occur at the tropics,
worldwide. With more than 1300 species, Croton is the biggese @éidirotoneae’

tribe and the second biggest genre of Euphorbiaceae, while theirggngenres of

this tribe do not reach 35 species. Though anatomic data shiosvedeives useful to
resolve taxonomic problems at Croton, there are consigergaps, given the
increased number of species, which limit the utilizatiomofphoanatomic data in the
interpretations about the taxonomic and phylogenetic rakatbthe tribe. Despite the
progress obtained in the last decade, the molecular pmytsgeeed support of
morphological characters that assists generical delimmns in Crotoneae. In that
sense, a study of leaf anatomy was realized in thregopél-exclusive genres,
Acidocroton Astraea and Ophellantha, of Crotoneae, aiming to identify anatomical
characteristics that might help at generical delimitatio this tribe, along with the
consolidated study of leaf glands’ distribution at Croton matourensis, species whose
description mention individuals with present or obscuredgaSpecies from genres
Acidocroton Astraea Ophellantha and Croton matourensis were submitted to usual
techniques for anatomical analysis and the more-releesuoits were tabulated. In
Astraea, the anatomical characters showed themselvésl @ise delimitation of
species, making possible the development of an identific&ey with anatomical-

leaf characters, along with new presence records of edl@t stipules of species of
the genre. The anatomical-leaf characters describetidocroton and Ophellantha
exclusive of Central and North America, highlight the regisif colleters and
laticifers in both and distinct morphology at the stipules. The results widen the useful’
database for Crotoneae, although they were not enough to sepzdaterédton and
Ophellantha. At Croton matourensis was possible to distinguish two patterns
nectary distribution as well as verified the presencecalleters, expanding the
knowledge about the presence of leaf secretive strucititbe species. In that way
this paper promoted database increase over leaf anatoragegfatives of Crotoneae
tribe.
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Introducao Geral

A familia Euphorbiaceae Juss. se destaca entre as amgiaspeor ser
considerada uma das familias mais representativas em a@@eespécies, assim
como devido a sua importancia ecoldgica e econdmica (\tkiedal. 2004; Wurdack
et al. 2005). A circunscricdo de Euphorbiaceae foi por ntaitgpo alvo de estudo
(Webster 1975; 1987; 1994a; 1994b; Wurdack et al. 2004), uma vez que era
considerada controversa e polifilética. Atualmente, @atgcunscricdo sensu stricto
Euphorbiaceae é caracterizada por possuir cerca de 7.50€lesspéiovuladas
distribuidas em trés subfamilias: Acalyphoideae, Crotonoige&siphorbioideae
(Berry et al. 2005a; Wurdack et al. 2005; Tokuoka 2007; Secco et al. 3éhdp
esta classificagao infrafamiliar monofilética (Wurdaclale2005).

A tribo Crotoneae pertence a subfamilia Crotonoideae epestéonada no
grupo dos “crotonoides inaperturados” (Wurdack et al. 2005). Em sua definicdo
taxondmica classica, Crotoneae mostrou-se polifiléidacluia os géneros Croton
CrotonopsisEremocarpusFahrenheitiaMildbraediae Moacroton (Webster 1993;
1994a, b). A nova circunscricdo proposta para a tribo,adasem filogenias
moleculares, inclui sete géneros: Acidocroton Griseb., Astraeatzd€h.
Brasiliocroton P.E. Berry & Cordeiro, Crotdn, Ophellantha Standl., Sagotia Baill.
e Sandwithia Lanj. (Berry et al. 2005b; Van Ee et al. 2011). O génatoiCdestaca-
se pelo elevado numero de espécies (1300) e consequentemergénéro mais
estudado da tribo, compreendendo espécies com grande diversmidolégica. Os
demais seis génes de Crotoneae somam cerca de 35 espécies distribuidas
exclusivamente nos neotropicos, regido estimada comm admtdiversidade toda a
tribo (Berryetal. 2005b; Riinaetal. 2014).

A primeira filogenia molecular para Crotoneae (Berry e2@05a) possibilitou
uma nova delimitacdo genérica para seus representantemdeara refletir grupos
naturais. A elevacdo do status de Astraea a génerohelestu relacdes antes
descritas por Webster (1993) baseado em dados morfolégicidocroton e
Ophellantha formaram um clado proximamente relacionado a eastea foram
estabelecidos como géneros distintos (Berry et al. 2005a, b

Hatempos que a anatonsadestaca como uma ciéncia que fornece caracteres
de real valor diagndstico (Solereder 1908) inclusive pgreesentantes da familia

Euphorbiaceae. Nos estudos de morfoanatomia varios e@ase€nse destacando.
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EmCrotoneae®, especialmentejo género Crotoascaracteristicas do indumento tém
sido utilizadas frequentemente como subsidio para a daj#oitem niveis
infragenéricos (Webster 1994; Webstet al. 1996; Berry et al. 2005h.
Adicionalmente, o estudo das estruturas secretoras tandmrse destacado por
auxiliar a delimitacdo morfolégica dos clados que compdetiba@ (Sa-Haiackt al.
2009; De-Paulaet al. 2011; Vitarelliet al. 2015; Feicet al. 2018). Contudo, apesar
dos avancos obtidasnrelacdo a filogenia molecular, ainda existem lacunaspeito
do conhecimento da morfoanatomia dos géneros de Crotoneazpamenteem
relacdoaqueles com menor nimero de representantes.

Visto que, as estruturas secretoras variam amplaneemsaia morfologia e
anatomia, a presenca dessas estruturas podem repras@ntemportante carater
taxondmico devido a posicéo constante que ocupam nas aspé&aedadesmaque
ocorrem (Fahn 1979, 1988} stas estruturas sao responsaveis pela producdo de grande
namero de substancias que desempenham diferentes funcémias, como defesa
contra a herbivoria, atracao de polinizadores e adapaag@ental (Evert 2006; Cutler
2007). Para a tribo Crotonege foi relatada a presenca de idioblastos secretores,
laticiferos, frequentemente articulados, além de celetprincipalmentea porcéo
meristematica e margem foliar e nectarios tantoiflaraano extraflorais (De- Paula
etal. 2011, Vitarellietal. 2015; Feietal 2018).

Analisouse neste trabalho caracteriticas morfoanatdmicas do®rg@en
Acidocroton, Astraea e Ophellantha, visando ampliar a base de dados dos
representantes desses génealésnde analisar o padrao de distribuicdo dos nectéarios
extrafloraisem Croton matourensis buscando compreender o estabelecimento de
distintas populacfes. Esta tese foi organizauidrés capitulos que posteriormente

serdo submetidos a periédicos cientificos.
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Capitulo |

Anatomia foliar e estipular de Astraea (Crotoneae, Euphorbiaceae):
contribui¢cdes para a circunscricdo do género e delimitacdo de espécies.

Resumo

Astraea € um género neotropical da tribo Crotoneae Dunttuphprbiaceae). O
género foi anteriormente considerado como uma secaoalenCsendo elevado ao
status genérico apés recentes filogenias moleculareslmdénte 13 espécies sao
reconhecidas para o género e embora o monofiletismosttaed seja altamente
apoiado por dados moleculares, poucos ou nenhum dado marfo#jmiia sua nova
circunscricdo geneérica. A anatomia foliar tem sido @iilz com sucesso como
ferramenta para estudos taxondmicos em diversos taveggemiéricos de Croton
Nesse estudo caracterizamos a morfoanatomia foliar zleesjgecies de Astraea
enfocando a diversidade das estruturas secretoras, a éintdetrar caracteres uteis
para sua taxonomia. Nossos resultados mostraram que agareséocalizacdo de
coléteres e o tipo e distribuicdo de tricomas forans(fara distinguir espécies.
presenca de macroesclereides marginais foram relatpdoasapara A. cincta A
hauthalii, enquanto os coléteres estipulares sdo uma catdzaecomum no género.

Palavras-chave:Coléter; Crotomae Estipula; Malpighiales; Taxonomia; Tricomas.



Introducgéo

Astraea Klotzsch. é um género neotropical da tribo Crotoneae
(Euphorbiaceae), com 13 espécies ocorrendo principalmentdenddeBrasil, exceto
A lobata Klotzsch que foi relatada como espécie exotidsneza e no I1émen (Berry
et al. 2005a; Gaikwad et al. 2012). Em consequéncia dos avangestndos de
taxonomia e filogenia da tribo Crotoneae, Astraea, que eraseg@& do género
Croton (Webster 1975; 1994 b), foi elevada ao status de génerg €Bat. 2005 a;
b; Riina et al. al. 2014).

Atualmente, a tribo Crotoneae inclui sete géneros: éatracidocroton
Brasiliocroton Croton Ophellantha Sagotiae Sandwithia (Berry et al. 2005 a; b;
Riina et al. 2014). Astraea surgiu como grupo irmao de Acidoceo@phellantha, e
intimamente relacionada com o clado Brasiliocroto@roton (Berry et al., 2005b;
Van Ee et al., 2011; Riina et al., 2014).

Morfologicamente Astraea é caracterizada por folhasalonente lobuladas,
flores masculinas com perianto imbricado e normalmengptaculo glabro, delgado-
cilindrico altamente dividido, sementes quadrangulares, rwagiles fortemente
carunculadas (Berry et al. 2005b). Astraea lobata apresemita alistribuicdo
geografica e possui muitas variedades, sendo trés deNasla$ ao status de espécie
recentemente (Silva & Cordeiro 2017).

A anatomia das estruturas foliares e secretoras paoe ean morfologia e
anatomia, bem como pode ser ferramentas complerasrgara taxonomia devido a
sua constante ocorréncia em espécies ou variedadese(l®old908, Metcalfe &
Chalk 1950, Fahn 1979, 1988). Em Crotoneae, foram relatados idisldastetores,
laticiferos, coléteres, nectérios florais e extrail® (De-Paula et al. 2011, Riina et al.
2014; Vitarelli et al. 2015) e demonstraram ser Uteis paraoadaxa (Caruzo et al.
2011; Riina et al.,, 2014). Uma vez que, a maioria dos caracegsosticos de
Astraea esta relacionada aos 6rgaos reprodutivos, nabtdhty caracterizou-se a
morfoanatomia foliar de Astraea, enfocando a diversidade ttatuess secretoras, a
fim de encontrar caracteres Uteis a sua classificagé@wige e infragenérica.
Resultados

Amostras foliaresle dez das treze espécies descritas paganero Astraea,
foram obtidas de diferentes herbéarios. Todasnformagdes incluindo autoride

espécies, colecdo e herbario estd resumida na Tabekoram obtidas também



amostras de estipulas de Astraea cinétacomosa,A hauthalii, A lobata, A
klotzschii, A. paulina,A. subcomosa. N&o foi possivel obter amostras estipulares de
todasas espécies amostradas devido tamanho reduzidou a falta de estipulas
preservadas paesanalises.

As amostras herborizadas seguiram protocolo de reidratagagua aquecida
e posterior imersaem hidroxido de potassio (KOH 2%) (Smith & Smith 1942).
Depois de rehidratadasamostras foram desidratadas e estocansetanol 70%As
folhas e estipulas foram inicialmente analissafagstereomicroscopio (Stemi 2000-
C, Zeiss, Gottingen, Germay) equipado com camera digital (AxpERCSS, Zeiss,
Gottingen, Germay) para obter uma visao gdcoamaterial e posteriormente foram
submetidagstécnicas para analises anatdmicas.

Astraea lobata foi 0 Unico material obtidomcampo, dessa fornasfolhas e
estipulas foram fixadaam FAA (formalina, acido acético e etanol 50#proporcao
de 1: 1: 18&mvolume) por dois dias (Johansen 1940) e armazeeadeizanol a 70%.

Folhas inteiras foram diafanizadasn hidroxido de sodio (NaOH 5%) e
hipoclorito de sddio (NaCIlO 20%), posteriormente coradasfaosina etandlica 50%
(Vascoetal. 2014) e montadasngelatina glicerinada (Kaiser 1880).

Para andlise de sec¢des anatdomicas, amostras de lahaina peciolo foram
desidratadasm série etandlica e embebidas historesina metacrilato (Historesina
Leica®, Leica Microsystems Nussloch, Heidelberg, Germa&@sgcdes longitudinais
e transversais deim de espessura foram obtidas da regido mediana, basgesrmar
da lamina foliar, e da porcéo distal do peciolo com o usmid®tomo rotativo de
avanco automatico (Mod&®M 2265-Leica) As sec¢bes foram coradas com azel
toluidina pH 4,710’Brien & Mc Cully, 1981) e montadas entre lamina e laminula com
resina sintética (Permount®, New Jersey, USA). Adicioeate, folhas dé. lobata
foram submetidas aos seguintes testes histoquimicos: @aitalico e reagente de
Schiff (PAS) para detectar polissacarideos totais (Mclklafd8), lugol reagente para
amido (Johansen, 1940), xilidina ponceau (O'Brien & McCully 1@8Cpomassie
Blue (Fischer 1968) para proteinas.

As observacdes e documentacédo fotografica foram rdabean microscéopio
optico (Modelo AX70TRF; Olympus Optical, Tokyo, Japado) equipada camera
digital U-Photo (AxioCam HRc, Zeiss, Gottigen, Germany).

Resultados

Descricdo da lamina foliar




Osresultados das analises anatdbmicas das espécies deafs#tdo sumarizadoa
tabela 2.

Em todasasespécies a parede anticlinal da células epidérmic&svantre
retas (Fig. LApmAstraea cinctalA comosaA. hauthalii,A. klotzschii,A manihot e
A praetervisa e sinuosas (Fig. 1Bjin A gracilis, A lobata,A paulina e A.
subcomosaEm todasas espécies os estbmatos sdo paraciticos (Fig. BSja¢has
sdo hipoestométicas na maioria dos representantes (Figcdm)excecdo de A
cincta eA hauthalii possuem folhas anfiestomaticas (Fig. 1B e€omosa,A
klotzschii e A. manihot com folhas anfihipoestomaticas (Fig. 1F) com est@mato
concentradosaregido central da lamina foliar. As células epidérms@&a@scompostas
por uma camada unica de células isodiamétricas de pamadedobertas por uma fina
cuticula (Fig. 1DF).

Emtodasasespécies, o mesofilo é dorsiventral (Fig. 1D), exeeté. cincta
e A. hauthalii, o qual é isobilateral (Fig. 1E). Dispersos pelo fileste A. cincta,A
hauthalii eA manihot foram observados idoblastos contendo drusas sendasjue n
demais espécies estes estavam assocaduaénquima palicadico (Fig. 1HmA.
cincta,A hauthalii,A. subcomosaA lobata eA paulina foi observada a preseniga
extensdo de bainha parenquimatica (Fig. 1E) e soneemie cincta eA. hauthalii
havia a presenca de macrosclereftimargem foliar (Fig. 1G, H).

Todasasespécies de Astraea possuem laticiferos ramificados esgiroento
intrusivo, dispersoao mesofilo (Fig. 11,J) e no sistema vascular do peciolo, estando
mais comumente associadofloema.

Diferentes tipos de tricomas ndo glandulares foram wadesem todasas
espéciesps mesmos foram identificados de acordo com a claaséic proposta por
Webster (1996). ExcetemA. cincta eA. hauthalii, que possuem folhas glabras (Fig.
2A), foram identificados tricomas simples (Fig. 2B), &stto (Fig. 2C) e fasciculado
(Fig. 2D) em ambosos lados da lamina foliarEm todasas espécies tricomas
estrelados e fasciculados possuem stipiteeaio porreto (Fig. 2E).

Astraea comosa possem ambasas faces tricomas estreladog em A
praetervisa foram observados tanto tricomas do tipo ektrglaanto fasciculadem
toda lamina foliarEm Astraea gracilis & subcomosa foram observados tricomas
simplesna face adaxial e tricomas estrelados e fascicula@doface adaxialEm
Astraea lobata foram observados somente tricomas sirepleambasas faces,

enquantoem A. macrouraso foram visualizados tricomasa face abaxial e estes
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também simples. Astraea manihofAepaulina possuenricomas simples na face
adaxial contudo difererna presenca de tricomasa face abaxial, simples e
fasciculado®mA. manihot e somente fasciculadasA. paulina.

Em seccdo transversal a nervura central € biconeexéodasas especies,
sendo que a curvatura da face adaxial é preenchida por camadaimgima
subepidérmicosNo cortex foram observados idioblastos contendo drusasielais.
Somenteem A cincta, A. hauthalii eA. praetervisa o parénquima palicadico é
descontinuaa nervura central. O sistema vascutarnervura mediana de todas
espécies possui conformacao colateral e esta dispostwco curvo voltado para a
face adaxial. Trés padrbes de distribuicdo dos feixes laassdoram distinguidosm
Astraea (Figura 3). Tip&t 0 sistema vascular é organizagilm um Unico arco e foi
observadeemA. cincta,A gracilis,A hauthalii,A. lobata eA subcomosa. Tipd:
semelhantaotipo | com trés pequenos feixes vasculares meduiarepo da nervura
mediana relatado para comosa, A. praetervisafe paulina. Tipo IlI: semelhanto
tipo Il com fuséo do feixe vascular medular obsenadd. macroura é. maninhot.

Coléteres ocupando posicdes distintas foram observediotha de todasis
espécies de Astraea. Essa estrutura esta locaémadaas posicdes distintas: dois a
guatro coléteresaposicao basilaminar / acropeciolares (Fig. 4A) observachdsdas
asespeécies, excetemA. praetervisa @0 apicedosdentes marginais ocorrendo em
todas as espécies (Fig. 4B)Os coléteres sdo do tipo padrdo, com eixo central
parenquimatico recoberto por uma epiderme da palicada @ecresendo
avascularizados (Fig. 4 Er Em A cincta e A hauthalli os coléteres sao
morfologicamente mais esféricos (Fig.E4 F) quando comparados com a forma
clavada nas outras espécies de Astraea (Fy.D). Coléteres curto- pedunculados
foram observadogm A. comosa eA. subcomosa (Fig. 4D), contudo nas outras
espécies sdo sésseis (Fig. 4F). Drusas sao comuns remtisal parenquimatico (Fig.
4D).

Em todasas espécies, 0 peciolo possui epiderme uniestratificadatager
uma fina cuticula (Fig. 5A). Estbmatos foram observadog. cincta,A hauthalii,

A. macroura éA subcomosa (Fig. 5CPs mesmos tipos de tricomas descritos para a
lamina foram observado® peciolo, excet@mA. cincta,A hauthalii, que possuem
peciolos glabros. O cortex € composto por 4-7 camadadéieuona subepidérmico
e varias camadas de tecido de parenqumatieosegido medular. Células com

citoplasma escuro foram observadas esparsamente distsibuddgparénquima
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medular eno cortex, tais células sdo semelhantes aos laticiteestdo localizadas
préximasao floema (Fig. 5C). Idioblastos contendo drusas foram visadds tanto

no cortex quantmaregido medular (Fig. 5B). A distribuicdo do sistemaubs do
peciolo é semelhaneantodasasespécies analisadas, sendo composto por feixes livres
dispostoeem forma de circulo com dois feixes vasculares acessvattados para a
face adaxial. Contudo o numero de feixes vasculares&vebentreasespécies.

Descricao das estipulas

Em todasas espécies a estipula possuia venacdo central (Fig. 6A) sendo
gueemA. hauthalii a vengéo possui ramificagdes (Fig. 6B). Tricomas semelhantes
aos visualizadosafolha foram observados também pasastipulas, Astraea lobata
e A macroura exibiram tricomas simples enquaAtocomosa,A paulina eA.
subcomosa possuem tricomas simples e fasciculados. Tse@ndoram observados
apenas nas estipulas Alecincta eA. hauthalii (Fig. 6A,B).

Coléteres do tipo padréao e avasculares ocoeratodasasespeécies (Fig. 6C),
com excecao dA. paulina € a Unica espé@amqueoscoléteres ndo foram relatados.
Nas estipulass coléteres sdo aparentemente menoregoéservadas nas folhas,
dessa forma essas estruturas séo dificeis de serem zadasalbu mesmo nao
visualizadasemespecial quandasestipulas sdo densamente cobertas por tricomas.

Os coléteres ocorremo apice das estipulasm todasas espécies analisadas
(Fig. 6D).Na porcao basal houve variacAaposicdo de ocorrénciamA. macroura
e A. comosa estas estruturas estdo localizadhase das estipulas (Fig. 6@)emA.
hauthalii eA subcomosa estao localizadasterco basal das estipulas (Fig. &9,
sendo quemA. subcomosascoléteres ocorremmpar (Fig. 6G) @mA. cincta esta
estrutura é ausente.

Testes histoquimicos nos coléteres e laticiferos de Asinhata

Os testes histoquimicos demonstraram a presenca de palideasa e
proteinas nas células epidérmicas secretoras dosreslét® exsudato. O amido foi
detectado apenaso citoplasma das células parenquimaticas do eixo central e
pedunculo sendo que nos laticifeessreacbes foram negativas para todesestes
(Figura 7).

Chave de identificacdo para Astraea.

1. FOINA ODAUG. ... e eeeeeeenens 2
| B o) Lo F: 01 =] = SRR 9



2. Auséncia de tricomas e folha AnfieStOMALICA wumeameneeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee3

2’. Presenca de tricomas e folhas anfihipoestomatica oudbipuética ................... 4
3. Estipula desprovida de coléteres na porcao.basal............. Astraea hauthalii.

3. Estipula com coléter na por¢ao basal..................cccureeeunnee...... AsStraea cinta

4. Presenca de tricomas e folhas anfinipoeStOMALICA . cvvvveeeieiiiiiiiie e, 5
4’ Presenca de tricomas e folha hipoeStoMaAtiCa............coeveveiiiieit e oo 6
5. Tricomas estrelados em ambas as faces.......c..ccceueeveeiiinicnncnnene Astraea comosa.

5’. Tricomas simples e fasciculados na face abaxial e somente simples na face

=0 £ 0L 1 PSSP Astraea manihot.
6. Presenca de extensdo de banhia............coooeeeiiiiiiiiiiiiiie e 7
6’. Auséncia de extensdao de DaiNNa............cooeiiiiiiiiiii e 8
7. Tricomas exclusivamente simples em abas as faces............ Astraea lobata.
7°. Tricomas fasciculados na face abaxial............ccccecvreeieeerrvvrenenenene AL paulina.

8. Presenca de tricomas fasciculados e estrelados erms asfages ........................
Astraea praetervisa.

8’ Presenca de tricomas simples na face adaxial e estrelados e fasciculados na face
AbAXIAL. ... .o e e e emmne e AL QTACHTS.

9. Presenca de extensdo de banhia; folha hipoestomatioaassimples na face
adaxial e estrelados e fasciculados na face abaxial........... Astraea subcomosa
9’. Auséncia de extensdo de banhia; folha anfihipoestomatica; toaad glabra e
ocorréncia de tricomas simples na face abaxial...w......ceeieennnn....... AStraea
macroura.

Discussao

Em Astraea as folhas sdo predominantemente lobadas gaadomente em
algumas espécies as folhas séo inteiras como em Astra@aurae A. subcomosa
De acordo com Webster (1994a) folhas lobadas representatosedtivados dentro
Euphorbiaceae sensu latontudo em Astraea folhas inteiras sédo consideradakesta
derivado. Além ds outros caracteres macromorfoldgicos, dentre as tesistcas
anatbmicas que analisamos, a posicae abdéteres na estipula pode distinguir A
macroura de A. subcomosa, uma vez que em A macroura estdslagancorrem
exclusivamente na porgdo basal, enquanto que em A. subcamgt@ndulas estdo

localizadas no 4pice e um par no terco basal.
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Embora o tipo estomatico possa variar em Euphorbiacegqe &Rgao 1977,
Inamdab e Gangadhara 1978; Thakur & Patil 2014), os estOmatdticas sdo
considerados o tipo mais comum (Raju & Rao 1977; Webster 198dkur & Patil
2014), e foi observado em todas as espécies de Astra@acassd em outros géneros
de Crotoneae, por exemplo, Brasiliocroton mamoninha (Sa-Haia®@08), Croton
sect. Cleodora (Vitarelli 2013), Croton sect. Luntia (Soares 2@l13)pton sect.
Ciclostigma (Feio et al. 2018).

As folhas sé@o hipoestoméaticas ou anfihipoestoméaticas imsiandas espécies
estudadas, corroborando a literaturaAdigaea (Sa-Haiad et al. 2009). Apenas duas
espécies possuem folhas anfiestométicas (A ciedda hauthalii) e podem estar
relacionadas ao seu pequeno tamanho. Além disso, A. ercthauthalii possuem
registro de ocorréncia em areas abertas da vegetacdo daaAdeesul, como savanas
brasileiras e nas bordas das florestas (Caruzo & Cordeiro. R&F)c&o no tamanho
das células e maior numero de estomatos foram relatasas uma mudanca na
resposta a reducdo no tamanho e na forma das folhas (R&®), Plantas de areas
abertas com alta luminosidade normalmente possuens falifeestomaticas (Cutler
et al. 2009), semelhantes as observadas em A. @nitdhauthalii. Além dissoa
presenca de esclerénquima na margem foliar observado leas asmespécies também
pode estar relacionado a condicdes ambientais secas.

Coléteres nas margens e na interseccao entre a lamipaciolo (baselamiriar
acropeciolar) reforcam os dados registrados por Mitaelal. (2015). Coletere
basilaminar/ acropetiolar ndo foram visualizados apenas praétervisa, no entanto,
€ necessario confirmar essa auséncia, analisando amdsiadas. Os coléteres
produzem uma secrecdo mucilaginosa e viscosa que exsudameitios meristemas
(vegetativos e reprodutivos) tanto de folhas como desflfeens dessa forma a
secrecao dos coléteres lubrificam e protegem os nmeesteontra a desidratacéo e
ataque de microrganismos (Thomas 1991; Evert 2006). Colédefesain descritos
para a face adaxial das folhas e estipulas contudqadesn exibir formas distintas
(Lersten 1974; Thomas 1991) e assim podem ser usados para amtdagedmicas
(Thomas 1991). Em todas as espécies de Astnad&zoléteres sao do tipo padrao,
similarmente aquelas descritas para as espécies de Cro(Saedaiad et al. 2009;
Vitarelii et al. 2015; Feio et al. 2018). Por outro lado, enquamoCroton sect

Cyclostigma sdo deciduos e em geral caem em folhas cometdtaexpandidas e
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maduras (Feio at al. 2018), em Astraea esta estruturav@sédarizada e persistente,
inclusive nas folhas maduras.

Nossos dados confirmaram a presenca de tricomas sinipfeEitos e
estrelados em todas as espécies de Astraea, como radataekiudos taxondmicos
realizados por Webster et al. (1996). No entanto, € nezesséa revisdo para
melhorar a descricdo deste importante carater taxandmiém disso, os tipos de
tricomas foram uma das caracteristicas importantkddias na chave de identificacdo
gue permitiu distinguir as espécies de Astraea e as vargededéstraea lobata
recentemente descritas (Silva & Cordeiro, 2017).

Laticiferos s@o estruturas comuns nas subfamilias @okeae e
Euphorbioideae (Webster 1975; Rudal 1994). Em todas as espécmofmarvados
laticiferos ramificados, estando de acordo com aftiteag\Webster 2014). Embora os
laticiferos articulados tenham sido registrados parsti@@a, ndo pudemos confirmar
essa classificacdo, uma vez que nao analisamos o deserab dos laticiferos
como recomendado para garantir tal reconhecimento (Fahn,R9dall, 1987).

Considerando a importancia dos caracteres anatdomicssjuasidade da
parede celular epidérmica, posicédo dos estdmatos, pagdmblastos cristaliferps
presenca de extensao da bainha, tipo de tricoma e o ndeneotéteres acropeciolares
permitiram distinguir Astraea gracilisA. paulina e A. manioth, que foram
recentemente elevaddo status de variedades de A lobata para status de espécie
(Silva & Cordeiro 2017). Outro dado importante € a similaridadddanica entre A
cincta e A. hauthalii, que foram considerados como sinonimia em recewisio
taxondmica do género (Silva, 2018).

Os caracteres anatdmicos descritos @me@&spécies de Astraea estudadas
podem ser Uteis para a delimitacdo do género, bem cayuosaleles sdo exclusivos
de determinadas espécies e dessa forma contribuem pangudisespécies ou
variedades. Caracteristicas anatbmicas contribuiea @s propostas taxonémicas
dentro da tribo Crotoneae (Berry et al., 2005a; De Paula 2041; Riina et al., 2014)
como por exemplo a morfoanatomia floral (De Paukd.€2011) e anatomia foliar (Sa
Haiad et al. 2009; Vitarelli et al. 2015). Embora, devido ao pequéntero de
espécies analisadas, essas caracteristicas anatoraitzmt apresentado uma
interpretacdo limitada (Caruzo et al. 2014; Silva & Cord@@d7). Portanto, o
presente estudo acrescenta dados promissores que permitbsdiar as

interpretacdes taxondmicas sobre o género Astraea.
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Concluséo

Os dados anatémicos permitem distinguir as espécies assio a chave de
identificacao produzida pode ser Util para identificar pg@ss mesmo em ramos sem
flores. Coléteres foliares sdo comwem Astraea, similarmente a outros géneros de
Euphorbiaceae. Embora 0s coléteres sejam persistemtesdas as espécies de
Astraea coléteres estipulares foram descritos pela primeima wém disso, a
presenca e a posicdo dos caracteres anatdbmicos represeaEcteristicas
taxonémicas Uteis. Os tipos de tricomas foram os jparEcaracteres anatdbmicos que
permitem reconhecer espécies e merecem ser revisailosgde evidenciar 0s tipos
que possuem caracteristicas intermediarias, o que tentoalessinformagéo. Nossos
resultados demonstraram a potencial aplicacdo de dadt@m&ws em futuros

estudos taxondmicos em Euphorbiaceae.
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Figuras

"

Figura 1: Lamina foliar das espécies de AstradaC. Vista frontal das células
epidérmicas apresentando parede anticlinal de contorno retoossiem A. cincta,
A paulina,e A lobata respectivamente; note a presencga de estopatsticos m
A e C. D-F. Seccéo transversal do mesofilo dorsiventral e hipoestamaticA
subcomosaD) e mesofilo isobilateral e Anfiestomatica em A cin¢B; Secdo
transversal da regido mediana apresentando mesofiloipmefiftomatico em A
comosa (F)G, H. Regido marginal dé. hauthalii (§ e A cincta (H revelando a
presenca de macroesclereideste a presenca de coléter margibal em (GQ).Secao
paradérmica do mesofilo de A hauthalii evidenciando a presenctciferias. Eb:
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extensao de banhigs: eclereideEt: estobmatola: laticifero. Barra de escalas, B:
50 um; C: 30 um; D, E: 50 um; F: 100pum; G, H: 50 pum; 1, J: 100pum.

Figura 2: Diversidade de tricomas em Astraea. Vista frontatiderhas em amostras
diafanizadasA. Lamina foliar glabra em A. cinctd3. Lamina foliar evidenciando a
presenca de tricomas simples & lobatg C-E. Face abaxial de A gracilis
evidenciando a presenca de tricomas simples e estrelgdadq@na fascicluado (D),

detalhe da estipite e raio porrecto @arras de escalaA-B: 200um; C-E: 100pum.
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Figura 3: Padrédo de distribuicdo do sistema vascular da nenfur®adrdo I: Sistema vascular arranjado em um Unico aexoabm A

subcomosaB. Padréo II: Sistema vascular com trés pequenos vastase® para a face adaxial em A comd3aPadrao lll: Sistema vascular
com fusdo em A macrourBarras de escala A: 100um; B-C: 200um.
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Figura 4: Morfologia dos coléteres marginais e acropeciolaresstraea A. Coléter
acropeciolar/ basilaminar em A hauthali; Coléteres marginal em A macrouG:

D. Detalhe do coléter maginal de A. comosa em amostra diafta(iC); seccéo
longitudinal do coléter, evidenciando a epiderme secretom eixo de células
parenquimaticas (DE- F. Coléter maginal em A. hauthalii. Amostra diafanizada (E)
e seccao longitudinal (Hparras de Escala A- B: 200um; C: 100pum; D: 50 um; E:

100 pum; F: 50 um.
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Figura 5: Morfologia do peciolo em Astrae&eccles transversais da regido distal do pecfol®eciolo deA gracilis evidenciando feixes
acessorios na face adaxil. Peciolo em A paulina, note os idioblastos com drusgeidios tanto na regido cortical quanto med@aPeciolo
em A. hauthal evidenciando a presenca de estdématos e laticifem<Cortex;Dr: drusasgs. estbmatoska: feixes acessoériosa: laticiferos.
Barras de escala: A, B: 200pum; C: 100 um.
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Figura 6: Estipulas em AstraeaA. A cincta com vascularizacdo central e coléter
apical.B. Vascularizacdo ramificada em A. hauthdlii.Seccao transversal do céleter
apical de A lobataD. Coléter apical ndo vascularizado em A. subconi®sAmostra
diafanizada de A. macroura, note a presenca de coléi@iegse da estipula.F-G
Note a presenca de coléteres no terco basal da estipuda leauthalii (F) e A
subcomosa Barras de escala: A, B: 30Qum; C, D: 50um; E- G: 200um.
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Figura 7: Testes histoquimicos em Astraea lob&taB. Deteccdo de polissacarideos
com o teste de PASC, D. Deteccdo de proteinas com Xylidine PoncdauF.
Deteccao de proteinas com Azul de Coomasajeéd. Teste dd_ugol para deteccao

de amido.Barras de escala: AH: 50um.
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Tabelas

Tabela 1. Lista das espécies analisadas de Astraea.

Espécie

Coletor, (Sigla do herbario consultado)

Astrea cincta (Mull.Arg.)
Caruzo & Cordeiro

Zardini 51037 (MO); O.L.M. Silva 238 (SPF)

Astraea comosa (Mull.Arg.)
B.W.van Ee

R. Mello- Silva 1363 (SPF) (SP) (WIS); L.R. Lima
147 (SPF) (WIS); Giullietti s.n. (CFCR13833- WIS

Astraea gracilis (Mull. Arg.)
O. L. M. Silva & Cordeiro

O.L.M. Silva 222 6PB; O.L.M. Silva 223 (SPF);
O.L.M. Silva 225 (SPF)

Astraea hauthalii (Kuntze)
P.E. Berry

Wood 23439 (USZ)Schinini 27179 (MICH)
O.L.M. Silva 263 8PH

Astraea lobata (L.) Klotzsch

Riina 1924 (VIC); Riina 1936 (VIC)

Astraea macroura Didr.

Webster 25127 (MICH); Amorin 3484 (CEPEC)
(MICH); Fiaschi 1103 (CEPEC) (MICH)

Astraea manihot (Mull. Arg.)
O. L. M. Silva & Cordeiro

Moura 138 (VIC); Vieira 64 (VIC 7591); Okamo &
Vieira 194 (VIC 9319)

Astraea praetervisa
(Mull.Arg.) P.E.Berry

S.C. Sant'Ana 1123 (CEPEC) (MICH)

Astraea paulinia Didr.

O.L.M. Silva 188 (SPF); O.L.M. Silva 213 (SPF);
O.L.M. Silva 165 (SPF)

Astraea subcomosa (Mill.Arg

Caruzo

Ganev 375NY); Harley 25109 (SPF); Harley 2729:
(SPF) (CEPEL)NY)
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Tabela 2 Lista das caracteristicas anatdmicas analisadastmeA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A. cincta Lobada Denteada Reta Anfiestomética Isobilateral  Todo mesofilo Descontinuo Presente Presente Séssil 1 par
A. comosa Lobada Denteada Reta Anfihipoestomatica Dorsiventral Face adaxial Continuo Ausente Ausente Pedunculadc 2-4
A. gracilis Lobada Denteada Sinuosa Hipoestomatica Dorsiventral Face adaxial Continuo Ausente Ausente  Séssil ?
A. hauthalii Lobada Denteada Reta Anfiestomética Isobilateral  Todo mesofilo Descontinuo Presente Presente Séssil 2-4
A. lobata Lobada Denteada Sinuosa Hipoestomatica Dorsiventral Face adaxial Continuo Presente Ausente Séssil +4
A. macroura Inteira  Denteada Reta Anfihipoestomatica Dorsiventral Face adaxial Continuo Ausente Ausente  Séssil 2-4
A. manihot Lobada Denteada Reta Anfiestomética Dorsiventral Todo mesofilo Continuo Ausente Ausente  Séssil ?
A. paulina Lobada Denteada Sinuosa Hipoestomatica Dorsiventral Face adaxial Continuo Presente Ausente Seéssil 2-4
A. praetervisa Lobada Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral Face adaxial Descontinuo Ausente Ausente Séssil ?
A. subcomosa Inteira Denteada Sinuosa Hipoestomética Dorsiventral Face adaxial Continuo Presente Ausente Pedunculadc 1 par

Legenda 1. Classificacdo da folh&, Morfologia da margem folia. Caracteristica da parede das células epidermic&s;orrencia de

estomatosb. Classificacdo do mesofil@,. Posicdo dos idioblastos; Continuidade do parénquima palicadiBoPresenca de extenséo de

bainha;9. Macroesclereides marginalf). Coléter marginalll. Coléter acropeciolar/basilaminar.
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Tabela 3.Classificacéo e posi¢ao dos tricomas em Astraea.

A.cincta A.comosa A. gracilis A. hauthalii  A.lobata A macroura A. manihot A. praetervisa  A. paulinia A. subcomosa
Tricomas na Sem Estrelados Simples Sem Simples Sem Simples Estrelados/  Simples Simples
face adaxial tricomas tricomas tricomas fasciculados
Tricomasna Sem Estrelados Estrelados/ Sem Simples Simples Simples/ Estrelados/ Fasciculados Estrelados/
face abaxial tricomas fasciculados tricomas fasciculados fasciculados fasciculados

Tabela 4.Caracteristicas das estipulas de Astraea.

Astraea cincta Astraea Astraea Astraea Astraea Astraea Astraea
comosa hauthalii lobata macroura paulinia subcomosa
Vascularizacao Uma Uma Ramificado Uma Uma Uma Uma
vascularizacac vascularizacgac vascularizacac vascularizacac vascularizacac vascularizagac
central central central central central central
Posicéo dos coléteres Apical Apical e Basal Apical e 1/3 Apical Apical e Basal Nao Apical e 1 par
Basal visualizado no 1/3 Basal
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Capitulo 11

Caracteres anatomico foliares suportam o reconhecimento de Acidocroten
Ophelantha (Euphorbiaceae) como géneros distintos?

Resumo

A tribo Crotoneae engloba os géneros uniovulados de Eupteabiae € considerada

a tribo mais diversa e taxonomicamente complexa bfasiilia Crotonoideae. Apés
estudos moleculares a tribo passou a ser constituida péleeros Acidocroton,
Astraea, Brasiliocroton, Croton, Ophellantha, Sagotia e Sandwithia, que, com
excecdo de Croton, possuem distribuicdo neotropical, sest@oregido estimada
como centro de origem da tribo. Embora Acidocroton e Ophellantegaamcomo

um clado na filogenia molecular, ndo existe consenso quadratamento como
géneros distintos. Caracteres anatdbmicos tém coigtoibpara a resolucdo de
problemas taxon6micasn Crotoneae, especialmente quanto a delimitacdo de taxons.
Assim objetivamos realizar a caracterizagcdo anatordieacinco espécies de
Acidocroton e duas de Ophellantha visando subsidiar o posicionameménago e
filogenético desses génerasn Crotoneae. A presenca de coléteres taemo
Acidocroton quanto Ophellantha, a morfologies laticiferos, além da morfologia
diferenciada da estipula nos dois géneros e presencaléler amas estipulade
Ophellantha séo registros inéditos pars géneros. Embora ndo tenham sido
suficientes para separar Acidocroton de Ophellaotgdados anatdmicos ampliam o
conhecimento acerca dos géneros neotropicais de Crotoneae

Palavras-chave: Coléteres; Crotoneae; Estipulas; Malpighiales; Neaads;

Taxononma.
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Introducgéo

Crotoneae engloba os géneros uniovulados de Euphorbiaceapjaiss
pertencem a linhagede Crotonoides inaperturados, sendo considerada a tribo mais
diversa e taxonomicamente complexa da subfamilia Crot@wi{fEokuoka 2007;
Wurdack & Davis 2009; Sodré & Silva 2015; Jangid & Grupta 2015). Camo
circuncricao taxonémica classica de Euphorbiaceae de¢drla apenaam dados
morfol6égicos,0s agrupamentos propostos tém sido indicados como polifitco
reconhecimento das relacdes entre géneros e espéuis&ltéreavaliadas (Webster
1994; Berryetal. 2005b; Wurdacktal. 2005). Nos estudos moleculares que visavam
testar o monofiletismo de suas tribos, Crotoneae passan eonstituida por sete
géneros: Acidocroton Griseb., Astraea Klotzsch., Brasiliocrd®orE. Berry e
Cordeiro, CrotorL., Ophellantha Standl., Sagotia Baill. e Sandwithia Lanj. (Betrry
al. 2005a; Wurdackt al. 2005; VarEeetal. 2011).

Com excecdao de Croton que € Pantropasdiemais géneros de Crotoneae sao
Neotropicais, sendeda regiao estimada como centro de origem da tribo (Fernadez-
Alonso & Jaramillo- Mejia 1995; Bermt al. 2005ab; Secceetal. 2012; Riinzet al.
2014). Dos sete géneros de Crotoneae, Croton tem sido alvedsadipesquisas por
ser considerado um gé&pegigante com grande variedade morfolégica e fitoquimica e
consequentemente problemas taxonémicos, especialmente goasclarecimento
de relacdes infra genéricas (Webster, 1994b; Realy 2005ab; Salatincetal. 2007,
Caruzoet al. 2011; VanEe et al. 2011; Feioet al. 2018).Ja os seis géneros
remanescentes da tribo somam cerca de 35 espécies ga, @aseum numero
reduzido, carecem de informac¢des morfoldgicas, fitoquingcssbre a distribuicédo
geograficaasquais sdo fundamentais para o esclarecimento dasaglfogenéticas
emCrotoneae (Berrgtal. 2005aS& Haiadetal. 2009; Riinaetal. 2014)

Embora Acidocroton e Ophellantha tenham sido originalmente desanitms ¢
géneros distintos (Standley & Steyermark 1949), nosltrabae taxonomia recentes
Ophellantha foi sinonimizado com Acidocroton, e este género passoopacender
asseccdes Acidocroton e Ophellantha (Webster 1994; Fernadez- Alonsangillia
Mejia 1995; Hanan-Alipi & Steinmann 2013; Webster 2014). Entretastestudos
moleculares demonstraram qos representantes de Acidocroton e Ophellantha

formamum clado (Acidocroton + Ophellantha) que é irméo de Astraea. Neste estudo
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foi mantidoos sete géneros originalmente propostos para a filogenia de €aetom
assim, Acidocroton e Ophellantha s&o tratados como géneros distintos &iBa.
2005a).

Abordando Acidocroton como género distinto de Ophellantha, séao
reconhecidas 12 espécies de Acidocroton, que sao distribuidas praxi@mente nas
Antilhas (Fernadez- Alonso & Jaramillo- Mejia 1995; Hanan-A8piSteinmann
2013), e trés espécies pertencem a Ophellaa@yais estdo mais concentradas na
regidodo México e Costa Rica (Fernadez- Alonso & Jaramillo- M&g85; Berryet
al. 2005b; Hanan-Alipi & Steinmann 2013).

Em Crotoneae as caracteristicas do indumento tém sido utilizadas
frequentemente como subsidio para a delimitacdo de nivieageanéricos, es
tricomas tectores possueumm papel fundamental na taxonomia da tribo (Webster
1994; Websteet al. 1996; Berry et al. 2005; Vdee & Barry 2011; VanEe et al.
2011; Liuetal. 2013; Vitarellietal. 2016; Feiet al. 2018). Além disso, a presenca,

o tipo e a localizacdo de estruturas secretoras tambésetiatacado por auxiliar a
taxonomia e filogenia dos grupos que compdem a tribo (Sadldaal. 2009;De-
Paulaet al. 2011; Soares 2013; Vitarelit al. 2015, Feioet al. 2016). Foram
anatomicamente descritemAstraea, Brasiliocroton e Croton idioblastos secretores,
laticiferos, coléteres (na porcameristematica ou margem foliar), nectarios
extraflorais (basilaminares, acropeciolavasnarginais) e nectarios e coléteres florais
(De- Paulaetal. 2011; Riinaet al. 2014, Vitarellietal. 2015; Feietal. 2016, 2018).
Entretanto, ndo foram encontradas informacfes sobictesgs anatdbmicosm
espécies de Acidocroton e Ophellantha que pudessem contribuir conueaestms
problemas taxonémicos nestes géneros.

Considerando a importancia dos dados anatdémicos para aCidtoneae
(Berry et al. 2005a, b; Vitarelli et al. 2015; Feieet al. 2016, 2018; Capitulo 1), e o
problema de delimitacdo entre Acidocroton e Ophelantha, o objetivo denfee
trabalho foi realizar a caracterizacdo anatdérdie@inco espécies de Acidocroton e
duas de Ophellantha, visando subsidiar o posicionamento taxonérfilegenético
desses génerosmtribo Crotoneae.

Os caracteres anatémicos irdo corroborar a sinoninozalgd génerosu
reforcar a manutengdo das entidades taxondmicas akstiobntribuindo para a

sustentacao de arvores filogenéticas mais robustas?
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Materiais e Métodos

Neste trabalho optose por seguir a atual filogenia proposta para a tribo
Crotoneaena qual Acidocroton e Ophellantha séo tratados como géneros distintos
(Berryetal. 2005).

Foram analisadas cinco espécies de Acidocroton e duas espécies de
Ophellantha. Amostras foliares dos dois géneros foram obtiéagliferentes
herbéarios. Todaasinformacdes incluindo autoria de espécies, colecdo atiedsta
resumidana Tabela 1. Foram obtidas também amostras de estipuld3. dpinosa e
A. ekmanii. Devido a localizac&o restrita das espésathas da América central e
México ndo foi possivel obter exemplares de toamespécies descritas paoa
géneros.

As amostras herborizadas seguiram protocolo de reidragéagagua aquecida
e posterior imersdem KOH 2% (Smith & Smith 1942) Depois deidratadasas
amostras foram desidratadas e estocaneetanol 70%As folhas de todaasespécies
foram inicialmente analisadagm estereomicroscopio (Stemi 20Q0- Zeiss,
Gottingen, Germay) equipado com camera digital (AxioCam ERE&Ss, Gottingen,
Germay) para obter uma visdo geral do material e postenenforam submetidas
técnicas para analises anatémicas.

Folhas inteiras foram diafanizadasn hidréxido de sodio (NaOH 5%) e
hipoclorito de sddio (NaClO 20%), posteriormente coradasfaosina etandlica 50%
(Vascoetal. 2014) e montadasngelatina glicerinada (Kaiser 1880).

Para andlise de sec¢des anatdmicas, amostras de lah@na peciolo foram
desidratadasm série etandlica e embebidas historesina metacrilato (Historesina
Leica®, Leica Microsystems Nussloch, Heidelberg, Germa&@ggcdes longitudinais
e transversais de\im de espessura foram obtidas da regido mediana, basgesmmar
da lamina foliar, e por¢éo distal do peciolo com o uso dedinimo rotativo de avanco
automatico (ModeRM 2265-Leica)As seccbes foram coradas com azul de toluidina
pH 4,7(0’Brien & Mc Cully, 1981) e montadas entre lamina e laminula com resina
sintética (Permount®, New Jersey, USA).

As observacdes e documentacédo fotografica foram rdabean microscéopio
optico (Modelo AX70TRF; Olympus Optical, Tokyo, Japado) equipada camera
digital U-Photo (AxioCam HRc, Zeiss, Gottigen, Germany).
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Resultados

Os resultados das analises anatdmicas das espécies de Acidoeroton
Ophellantha de estdo sumarizadasabela 2.
Anatomia foliar de Acidocroton

As espécies estudadas de Acidocroton possuem folhas com margeen intei
(Fig. 1A) e séo recobertas por epiderme de paredes ansidmaontorno reto (Fig.
1B) a levemente ondulach@maioria das espécies e sinuoso (Fig.i@\. montanus,
cujas células sdo volumosas e uniestratificada (Fig. ED Os estbmatos séo
paraciticoemtodasasespécies emsua maioriasespecies sdo hipoestomaticas (Fig.
1D) com excecdo d& montanus que é Anfiestomatica (Fig. 1E). Foram observados
tricomas simples (Fig. 1lmambasasfaces da lamina foliar de ekmanii eA gentry
e margem foliar dé\. oligostemunja asfolhas deA. montanus é\ verrucosus nao
possuem tricomas.

Em todasas espécies 0 mesofilo € dorsiventral (Fig. 1D) com excelgii
montanus que possui mesofilo isobilateral (Fig. 1E) com cé&uldasemuma Unica
palicadana face abaxial, idioblastos contendo drusas sdo visualizisipsrsos por
toda sua extensdo. Acidocroton montanus foi a Unica espécie que & Essidis
nas células epidérmicas. Acidocroton montanus eligostemunse destacam por
possuir mais de uma camada de parénquima palicaditare adaxial enquantms
demais espécies possuem somente uma camada de parénquicidiacto
Laticiferos ramificados (Fig. 1G) foram observa@ns Acidocroton montanus A
oligostemun enquanto laticiferos ndo ramificados (Fig. 1H) gst@®entesem A
ekmanii,A. gentry eA. verrucosus.

Em todasas espécies estudadas a nervura mediana possteixe vascular
colateral dispostemforma de arco aberto voltado partaee adaxial. O parénquima
palicadico é continuma regido da nervura central e trés padrbes (Figuréogm
detectados quantao formato da nervura medianam Acidocroton montanus a
nervura mediana € plano convexa (Fig. 250A. gentryi a nervura € biconcava (Fig.
2C) enquanto nas demais espécies a nervura € concavexadrig. 2B).

Acidocroton montanus foi a Unica espécie que apresentou evidentesidesle
alongados dispersaso mesofilo (Fig. 3A- B). Coléteres foram visualizados nas

margens foliares de Acidocroton montanu& gentryi. Entretanto, cicatrizes foram
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notadasem alguns pontos, evidenciando guecoléteres sdo senescentes e caducos
(Fig. 3C- F).

O peciolo é revestido por epiderme uniestratificada coroutatéspessa (Fig.
3G) e estdmatos evidentesn A. gentryi (Fig. 3H). O cortex € formado por trés
camadas de colénquima subepidérmico e oito camadas dejyiar@ na regido
medular, sendo visualizados idioblastos contendo drusasstisgeosr todo o peciolo.

O sistema vascular é formado por um feixe colaterpbdi®emforma de arco aberto.
Anatomia foliar de Ophellantha

As folhas das espécies de Ophellantha possuem margem intaitsertas por
epiderme uniestratificada de células volumosas a tasulgFig. 4A). Todasas
egeécies sdo hipoestomaticas com estdmatos paraciisqsaredes anticlinais das
células epidérmicas possuem contorno reto a levementeadonduh ambasas faces
(Fig. 4B), assim como foi observada a presenca de tre@mnaples (Fig. 4C). O
mesofilo é dorsiventral e apresenta arranjo compacto E@UICOS espacos
intercelulares, idioblastos cristaliferos volumoso®ntendo drusas estédo
aleatoriamente distribuidos por toda sua exteas@imdasasespécies.

Em seccao transversal a nervura é biconvexa (F.elpossui entre 4-6
camadas de colénquima subepidérndovambasasfaces. O parénquima palicadico
€ continuanaregido da nervura centrahe parénquima cortical ocorrem idioblastos
contendo drusas. O sistema vascuamervura € formado por um feixe colateral
dispostoemum arco aberto voltado para a face adaxial.

Laticiferos ocorrem de forma dispersa por todo mesoéim camificacbes
evidentes e crescimento intrusivo (Fig. 4B)a nervura central foram observadas
muitas células com paredes espessas e com conteUplastitatico menos corado,
mas que sao anatomicamente semelhantes aos laticiferos.

Coléteres foram observados somerdeegido da margem foliar, tanéan O.
spinosa quantem O. steyermarkii (Fig. 4F). Anatomicamente correspondem a
coléteres sésseis do tipo padrdo, composto por um eixoalcate células
parenquimaticas, contendo idioblastos com drusas, recsipent@piderme secretora
uniestratificada de célulasm palicada (Fig. 5A- C)Em algumas das amostras
analisadaspamesma regido onde foram visualizadsgoléteres ocorrem cicatrizes,

indicando que houve deciduidade da estrutura nas folhas maduras
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A porcao distal do peciolo apresenta aletas e € desprovglardkilas (Fig.
5D). A epiderme € uniestratificada com tricomas simples@tex € composto por 3-
5 camadas de colénquima subepidérmico e diversas camadadrdpipaa na por¢ao
mais interna. ldioblastos contendo drusas s&o visuaizdddorma dispersa assim
como as células anatomicamente semelhantes a laticifiedtatadas para a lamina
foliar. O sistema vascular esta dispostoum arco aberto, de forma semelhaate
relatado para a nervura central.

Estipulas de Ophellantha spinosa e Acidocroton ekmanii

7

Em Ophellantha spinosa a estipula ndo € espinescente, possui venacao
ramificada, tricomas simples estéo aleatoriamenpediss por todo seu comprimento
e foi observado a presenca de coléter por¢cédo bagalGfi B). JAEm Acidocroton
ekmanii a estipula € espinescente, possui venacaalc@minérvia) e tricomas
simples estdo concentradoa porcdo basal. Ndo foram observados coléteres na
estipula desta espécie (Fig. 6 C-D).

Discussao

Em todasas espécies estudadas folhas sdo inteiras e possuem margens
inteiras até mesmo naquelas que possuem coléteres margadi&o considerado
basal para a familia Euphorbiaceae (Webster 1994a). Entretariacdes sao
evidentesno tamanho ddolha em A. ekmanii, A. montanus éA oligostemon que
possuem folha diminutas quando comparadas com outras esjzegi&sero.

Os estbmatos sado tipo paraciticoem todasas espécies, tipo mais comum
para a Euphorbiaceae (Raju & Rao 1977; Webster 1994a; Thakutil&2®E4)
presente tambéemoutros géneros de Crotoneae como Astraea e Brasiliocroton (Sa-
Haiadetal. 2009), Croton sect. Cleodora (Vitarelli 2013), Croton sect. & (8bares
2013), Croton sect. Cyclostigma (Sa- Ha@dl. 2009; Feicet al. 2018) sendos
outros tipos de estbmato considerados mais derivados pahafbiaceae (Thakur &
Patil 2014).

As folhas sdo hipoestomaticara maioria das espécies, excetuando
Acidocroton montanus que possui folhas anfiestomatibas.maneira geralas
caracteristicas dé\. montanus variam quando comparadaoutras espécies do
género As folhas deA. montanus séo glabras, contudo, possuem células epidérmicas
com parede anticlinalle contorno sinuoso, mais de uma camada de parénquima

palicddico e mesofilo isobilateral compacts cristais prismaticos dispersos pelo

35



mesofilo. Adicionalmente, somente nesta espécie auormdstais nas células
epidérmicas s esclereides disperso® mesofilo. Estas caracteristicas podem ter
sido selecionadammrespostascondi¢cdes do ambiente de ocorréncia da espécie que
é relatada como arbustesiflorestas semiaridas abersaatopos de montanhas (Kew
2018), ambiente submetido a déficit hidrico e alta incidénainhsa.Os cristais na
epiderme podem estar relacionados a reflexdo de luz (8ehriE901; Horner &
Wagner 1995). Ja as esclereides séo células de sustequagdmdem contribuir para

a manutencdo da arquitetura foliar em condicées de bapanibilidade de agua
(Cutleretal. 2007).

Tricomas do tipo simples foram visualizade® ambasas faces das duas
espécies de Ophellantha avaliadasreduas espécies de Acidocrot@a ékmanii,A
gentry). A presenca deste tipo de tricon@ foi relatada paraos géneros de
Euphorbiaceae (Webstetal. 1996;S& Haiadetal. 2009; Webster 2014; Fedbal.
2018). Tricomas simples s&o considerados o tipo mais luksaicoma dentro da
familia e estimase que haja uma série evolutiva ent®demais tipos de tricomas
relatados para a tribo Crota estrelados, dendriticos e lepidotos (Webster 1994;
Websteret al. 1996; Senakun & Chantaranothai 2010; Fetial. 2018). Embora a
diversidade de tipos de tricomas seja carater Util para delimitacdo de taxons
infragenéricoem Astraea (Cap. 1), e maoutros membros da tribo Crotoneae (Sa-
Haiadet al. 2009; Senakun & Chantaranothai 2010; éfial. 2013; Vitarelliet al.
2016),emAcidocroton e Ophellantha essa diversidade foi baixa.

Optouse neste trabalho por utilizar o termo coléter para dwmar as
glandulas marginais das folhas de Acidocroton e Ophellantha e daslassiie
Ophellantha spinosa pois apesar de serem estruturas caducas quesiséomnpeas
folhas maduras essas glandulas sdo anatomicamenteresrogacoléteresdo tipo
padrdo descritos para representantes da tribo Crotoneae Asinaea (Cap. 1),
Croton, Brasiliocroton (Vitareliet al. 2015; Feicet al. 2016, 2018). A presenda
coléteres marginais foi considerada uma caractaxistomum para Crotoneae
(Vitarelii et al. 2015; Feicet al. 2018), mas foi descritao presente trabalho pela
primeira vez para Acidocroton e Ophellantha. Estes dados séo relevésitesjue
ambos os géneros foram descritos como desprovidos de glandulasd(Sta&
Steyermark 1949; Fernadez- Alonso & Jaramillo- Mejia 1995; Hafiph &
Steinmann 2013, Webster 2014). A falta de informacdes sobéteradem

Acidocroton e Ophellantha pode ser devaddamanho diminuto dos coléteres e a sua
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senescénciamfolhas maduras, conjé argumentado para Croton sect. Cyclostigma
(Feio et al. 2018). Coléteres sdo estruturas secretoras respsngéleproducao de
secrecdes geralmente mucilaginosas que tém por fungdichre protegeasfolhas
jovens em desenvolvimento, sendo comum a queda dessas estretar&shas
maduras (Thomas 1991; Evert 2006). Merece destaque a obseateagiétenabase

da estipulade Ophellantha spinosa e a auséncia destas estruturas nas ed@pulas
Acidocroton ekmanii como um carater taxonomicamente pronjssardistinguios

dois géneros.

Nas espécies de Acidocroton e Ophellamthiaticiferossedistinguiram entre
células ramificadas e ndo ramificadas. Laticiferos e8tyuturas comungm
Crotonoideae e Crotoneae (Webster 1975; Rudall 1994; Webster @@itdigo ainda
ndo haviam sido reportados para Acidocroton e Ophellantha (Webster. 2014)
Laticiferos ramificados foram descritos para Astraeab@e 2014; Vitarellet al.
2015; Feicetal. 2018; capitulo. 1) e ndo articulados séo corasaspécies de Croton
(Rudall 1994; Webster 2014; Feda al. 2016, 2018). Laticiferos sdo células que
geralmente formamm sistema de tubos que permeiasitecidos da planta (Evert
2006) podendse desenvolver sob certas condicdes ambiewtaide acordo com o
ciclo de vida da planta (Rudall 199&m Acidocroton montanus além da presenca de
laticiferos ramificados foi observado a presenca de uralhamde esclereides
ramificados. Essas células conhecidas ctfiberlike” sdo comunsmalguns géneros
de Euphorbiaceae e aparentemente sao relacionadas aderdatibvendo uma
provavel homologia entre elas (Rudall 1994). Tsdgortanto de um carater
promissor paraas avaliacbes combinadas de dados moleculares e anatéemcos
abordagens evolutivas.

Conclusoes

De maneira gerabs caracteres anatomicos analisados, @0, ndo foram
suficientes para corroborar com a elevacao do status de &yhallsect. Acidocroton
do género Acidocroton, entretanto sdo promissores e devem d@adasparaum
maior nimero de espécies. A presenca de colémsehis tipos de laticiferos sdo
registros inéditos pam@s géneros e ampliam a base de dados para estudos ferturos
Crotoneae. As variacdes observadagm Acidocroton montanus merecem
investigacdes complementares, associando com estudasifamds e de distribuicdo

para melhor compreender que fatores determinaram a sdlegsas caracteristicas. A
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presenca e posicdo dos coléteres nas estipulas deweestigada parae confirmar

seexisteum padrédo util para distinguir Acidocroton de Ophellantha.
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Figuras

Figura 1. Lamina foliar de AcidocrotonA-C. Vista frontal da folha de A. montanus
(A, C) A gentryi (B) e A. oligostemun (Detalhe) respectivameNbte o contorno reto

da folha de A. montanwesda parede periclinal externa (B) e contorno sinuoso em (C)
detalhe de estdbmatos paracitic@s. Seccdo transversal da lamina foliar de A
verrucosus evidenciando mesofilo compacto e hiposetom&idcimina foliar de A.
montanus mostrando folha Anfiestomética. Note a presencaoddastios contendo
drusas também na regido da epiderme e esclereides digpelsonesofilo proximos

a laticiferosF. Vista frontal da lamina foliar de A gentryi com presencé&ridemas
simples.G-H. Seccdo paradérmica de A oligostemun (G) evidenciando laticifero
ramificado. Laticifero sem ramificagdo em A. verruc¢SysBarras de escalasA:
200pum; B: 30um; C- E: 50;F: 300um; G-H: 50 um.
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Figura 2: Seccdes transversais da regido da nervura central emnranusA oligostemune A gentryi respectivamente. Note trés padroes
distintos de curvatura da nervura, curvatura plano-convexabéncavo (B) e biconcava (C).
Barras de escalaA-C. 100um.

43



Figura 3: Anatomia foliar de AcidocrotonA, B: Lamina foliar de A. montanus
Macerado evidenciando a presenca de esclereides alongadasina foliar (A);
seccao transversal sob luz polarizada, note a preseneaclereides dispersos pelo
mesofilo e proximos a laticiferosC-E: Lamina foliar de A montanus. Presenca de
coléter marginal visualizado sob contraste de fase emoAtanus (C) destacando a
localizacéo da possivel cicatriz (D, E) de senescénaaléter.F: Presenca de coléter
marginal em amostra diafanizada de A. gentfyi Seccao transversal do peciolo de
A. verrucosusH. Detalhe da presenca de estdbmatos no peciolo de A. gentryi.
Barras de escal&- E. 50 mu; F-G. 100 nu; H. 50 mu.
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Figura 4. Lamina foliar de Ophellanth@. Seccéo longitudinal transversal da lamina
foliar de O. steyermarkii evidenciando a presenca de crdtaisxalato de calcio
contendo drusa$X) e epiderme com células volumosas a tabul®@e¥ista frontal

das células epidérmicas de O. spinosa com parede anticlinahtteno reto e em
detalhe estdbmatos paracitico8. Vista frontal de amostra clarificada de O.
steyermarkii com tricomas simpleB. Secc¢ao transversal da nervura de O. spinosa
evidenciando a presenca de laticiferos e drusas.aticiferos ramificados em O.
spinosaF. Coléter marginal em O. spinosa.

Barras de escalaA- F. 50um.
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Figura 5: Coléteres em OphellanthaA-B. Margem foliar de Ophellantha
evidenciando coléter marginal (Co) e cicatrizes de cet€i) em O. spinosa
Coléter marginal tipo padrdo em O. steyermarkii (B).Corte longitudinal de coléter
apresentando epiderme secretora em palicada (Es) esalistaxalato de célcio com
drusas no eixo parenquimatico (Ep) Peciolo de O. spinosa. Note a presenca de
Laticiferos (espcos) e cristais com drusas.

Barras de escal&. 200um; B. 100pm; C. 50 um; D. 100um.
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Figura 6: Descricdo das Estipulas de Acidocroton ekmanii (A, B) e de Ophellantha
spinosa (C, D)A. Estipula espinescente com tricomas simples concestredbase.

B. Vascularizacao central aparente por 2/3 da estipulaterms@usente€. Estipula

nao espinescente com vascularizacdo ramificada enaesimpledD. Detalhe da
presenca de coléter na base da estipula (seta pretairientmas.

Barras de escal&-C. 400 nu; D. 50 mu.
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Tabelas

Tabela 1.Lista de espécies amostradas pergéneros Acidocroton e Ophellantha.

Espécie

Coletor (Herbario)

Acidocroton ekmanii Urb

Ekman 19090 (MICH)

Acidocroton gentryi Ferr
Alonso & R. Jaram.

Caldesia 17:392 1995 (MA); Fernandez-Alonso 8143 (I
R. Jaramillo Mejia 8285 (MA)

Acidocroton montanu
Urb. & Ekman

Van Ee 633 (MICH, WIS)

Acidocroton oligostemu
Urb.

Webster 4064 (MICH)

Acidocroton  verrucosu
Urb.

Webster 8439 (MICH)

Ophellantha steyermar}
Standl.

Webster 17987 (MICH)

Ophellantha Spinos
Standl.

Ayala 1127 (MICH) Loh 1760 (MICH, MEXU)
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Tabela 2 Lista das caracteristicas anatdmicas analisadas egil@ythae Acidocroton.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ophellantha Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral 1 camada de Todo ADA: Presente Coléter  ramificado
spinosa parénquima mesofilo simples marginal
palicadico ABA:
simples
Ophellantha Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral 1 camada de Todo ADA: Presente Coléter  ramificado
steyermarkii parénquima mesofilo simples marginal
palicadico ABA:
simples
Acidocroton  Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral 1 camada de Todo ADA: Ausente Nao
ekmanii parénquima mesofilo simples ramificado
palicadico ABA:
simples
Acidocroton  Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral 1 camada de Parénquima ADA: Presente Coléter N&o
gentryi parénquima palicadico  simples marginal ramificado
palicadico ABA:
simples
Acidocroton  Inteira Sinuosa Anfiestomatica Isobilateral + de 1 camada de Mesofiloe Glabra Presente Coléter  ramificado
montanus parénquima epiderme marginal
palicadico
Acidocroton  Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral + de 1 camada de Todo Margem: Cicatriz Marginal ramificado
oligostemun parénquima mesofilo simples
pali¢cadico
Acidocroton  Inteira Reta Hipoestomatica Dorsiventral 1 camada de Todo Glabra Ausente N&ao
Verrucosus parénquima mesofilo ramificado
palicadico
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Legenda 1. Margem foliar;2. Caracteristica da parede das células epidernficesequéncia de estbmatdsClassificacdo do mesofilo;
5. Caracteristica do mesofil6; Posicdo dos idioblastos; Ocorréncia de Tricomas; Presenca Glandula folia®; Tipo e Localizacéo
da Glandulal0. Tipo de Laticifero
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Capitulo 11

Novos registros sobre estruturas secretoras foliares em CrotomatourensisAubl.
(Euphorbiaceae): Caraterizacado anatdbmica e importancia taxondmica

Resumo

Nectérios extraflorais (NEFs) sdo comuns e exibem g@&&® quanto a anatomia e
posicdo nas folhas de representantes de Euphorbiaceaesefwon estruturas
constantes e determinadas geneticamente sdo Uteis emgasrdaxondmicas e
filogenéticas. Na descricdo de Croton matourensis AUBL. aangresenca de um
par de glandulas acropeciolares, capitadas e achatadas, quegasvdebsoletas em
alguns individuos, as quais carecem de descri¢cdes anasofbsta estudo teve como
objetivo analisar o padrdo de distribuicdo das glandulaardsl em Croton
matourensis em diferentes populacdes, onde estas estruturasitisias ou
aparentemente ausentes. Foram realizados procediman&d@micos usuais de
diafanizacdo e obtencdo de seccdes histologicas enddduos provenientes de
distintas populacdes. Glandulas anatomicamente semedhantdNEFs foram
identificadas em diferentes regides da folha, sendagoapresenca de cicatrizes de
NEFs na margem e na lamina foliar. Os resultados sugerenmsdgiEFs podem ser
caducos em folhas senescentes, ou podem ter caido esqudmsia do processo de
herborizacdo. Embora possam ocorrer variacdes sigdoo os NEFs estédo presentes
em todos os espécimes, confirmando o0 seu potencial pataxanomia.
Adicionalmente, coléteres do tipo padrdo foram observadomargem de folhas
jovens, enquanto nas folhas maduras somergecicatrizes sao visiveis. As
informacdes acrescentadas sobre a ocorréncia de NERargam e na lamina foliar
e de coléteres marginais em Croton matourensis sao novidades \qume sker

consideradas em futuros trabalhos taxonémicos e filoigesét

Palavras-chave: coléteres; Croton; Crotoneae; Malpighiales; Nectaribsafiorais;

Taxonomia.
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Croton matourensis Aubl. pertence ao género Croton sect. Luntiactsubse
Matourenses G. L. Webster., maior género da tribo Crotoneaestg@eéncluido na
subfamilia Crotonoideae das Euphorbiaceae (Tokuoka 2007; Wurdack & Z08d;
Sodré & Silva 2015). Esta espédecaracterizada inflorescéncias estaminadas ou
bissexuadas, sem a presenca de cimas na base e flbtadgsidongo-pediceladas
(Webster 1993). As folhas geralmente possuem tonalidade fexeugé face abaxial,
conferida pelos numerosos tricomas do tipo lepidoto, semds tricomas estrelados-
dendriticos Apresentam também apice predominantemente acuminadmbbasa e
margem inteira, com nervuras geralmente visiveis emaadéaces e a venacdo do
tipo peninérvea, podendo ser trinervada a partir da basecéldestaque a citacdo da
presenca de um par de glandulas na base do limbo ou no apeeialo, mencionada
como obsoleta em alguns individuos (Guimaréaes & Secco 2010).

Caracteres anatdomicos de 0rgaos vegetativos, princip&rasrbliares, tém
auxiliado na identificacdo de espécies, bem como na résolde problemas
taxondmicos em diversas familias botani¢@sutinho et al. 2012; Francino et al
2015; Silva et al. 2017)Em Crotoneaeos caracteres anatdmicos té&mamostrado
Uteis para distingdo de grupos infra genéricos e supra ges)énbservando
principalmenteas caracteristicas do indumento e presenca e localiziga@struturas
secretoras (Webster 1994b; Websttal. 1996; Berryet al. 2005;S& Haiadet al.
2009;De- Paulaetal. 2011; VarEeetal. 2011; Livetal. 2013; Soares 2013; Vitarelli
etal. 2015; Feieetal. 2018; Capitulo 1).

Em Croton, os NEFs acropeciolares e laminares sdo consm@cpor serem
facilmente visualizados, foram relatados nas descricOo@gnais das espécies
(Webster 1994a). Por outro lado, a caréncia de descriceetaamulas marginais em
muitas espécies parece estar relacionada com o tamediiido destas estruturas
(Soares 2013), como no caso de Croton matourensis. Assim 0 presteicke tem
como objetivo analisar se ha um padrdo de distribudd@® glandulas em C.
matourensis em diferentes populacdes onde estas estrutwasitgias ou
aparentemente ausentes. Espera-se verificar se adulgnpodem ser uma
caracteristica Gtil para fins taxonémicos.

Amostras de folhas de 24 individuos de Croton matourensis Aubim fora
obtidas em exsicatas de diferentes procedéncias no ibaitbdviuseu Emilio Goeldi
(MG), Par4a, Brasil (Thiers, B. 2018). As amostras fofiaferam reidratadas e
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submersas em solugdo de KOH 2% (Smith & Smith 1942), pashenbe
desidratadas em série etilica e estocadas em etanol 70%.

Inicialmente o material foi analisado em estereomicrosc(ptiemi 2000,
Zeiss, Gottingen, Germay) equipado com camera digital (AxX0ERC5S, Zeiss,
Gottingen, Germay) para obter uma visdo geral da lamina ®l@wsteriormente
submetidas a técnicas de analises anatbmicas. Para azasialde pecas inteiras as
folhas foram submetidas ao processo de diafanizacdo qusteams clarificacédo do
material e posterior coloracdo em fucsina etandlica 3026cp et al. 2014) montadas
entre laminas e laminulas com gelatina glicerinada (K4iB80). Para obtencao de
secgOes histoldgicas o material foi infiltrado em resipa metacrilato (Historesina
Leica, Leica Microsystems Nussloch, Heidelberg, Germang)tados em micrétomo
rotativo (Spencer 820, American Optical Corporation, Buffdlé, EUA) em seccoes
longitudinais, transversais e paradérmicas de 5 um desespesendo corados com
Azul de Toluidina pH 4,70’Brien & Mc Cully, 1981) e montadas entre lamina e
laminula com resina sintética (Permount, Fisher SéigrmiJ, USA).

As andlises e a documentacdo fotografica das laminas peltemnen
semipermanentes foram realizadas em microscopio dé€mozelo AX70 TRF,
Olympus Optical, Tokyo, Japdo) equipado com sistema U-Phofdadcoa uma
camera AxioCam (AxioCam HRc, Zeiss, Gottigen, Germany

Morfologicamente as glandulas sdo formadas por uma oreggiretora
proeminente na porcao apical e na base uma regig&®eoaxiora constitui o pedunculo
gue pode estar presente- caracterizando a estruturapmmuaculado (Fig. 1A) ou
ausente, denominada séssil (Fig. 1B). As glandulas acotgres aparecem em pares
(Fig. 1C), sdo morfologicamente cilindricas (Fig. 1D-89m uma constricdo que
permita a distincdo morfoldgica entre o pedunculo erggdo secretora em alguns
individuos (Fig. 2E).

A epiderme secretora é formada por uma palicada unisseratidas
alongadas, com um denso protoplasto, coberto por uma camadaaedpecuticula
(Fig. 1B). Abaixo da camada de epiderme secretora, haounguas camadas de
parénquima secretor, com células isodiamétricas e um@adeza mais interna de
parénquima subjascente multiestratificado (Fig. 1B). |d&btacristaliferos contendo
drusas (Fig. 1F) e laticiferos (Fig. 1H) sd&o comuns no gam@a. Feixes
vascularizam a estrutura, podendo ter origem na lamina paaciolo, dependendo da

posicdo laminar/marginal e acropeciolar, respectivamésies feixes constituidos
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por xilema e floema, com predominancia de floema, conflpam o parénquima
secretor (Fig. 1G). Laticiferos reconhecidos como célldégadas e longas aparecem
acompanhando o floema.

A superficie da regido secretora das glandulas acropesigdassui formato
variado, podendo ser concava (Fig. 1F), convexa (Fig. 1Gplana (Fig. 1H),
enquanto nas glandulas marginais e laminares a superfadiacava (Fig. 1E-F).
Embora nas amostras dos 24 individuos avaliados tais tg&ntenham sido
observadas foi comum a presenca de cicatrizes namarga lamina foliar (Fig. 11).

Dois padrdes foram reconhecidos dentro do universo dos 2idinols
analisados, sendo o padrdo | caracterizado por individuos qeergara glandulas
acropeciolares e marginais (Fig. 2A) e o padréo Il poviddos que tém glandulas
acropeciolares, laminares e marginais (Fig. 28.glandulas estdo presentes nas
folhas de todos os individuos, podendo ocorrer desde odipmeciolo (acropeciolar)
(Fig. 3A), base da lamina foliar (baselaminar), aleatonaenalistribuidos pela
superficie adaxial da lamina foliar (laminar) (Fig. 3B) emagem (marginal) (Fig.
3C). O padréo | foi observado com mais frequéncia, ja quedasdividuos, 18
possuem glandulas acropeciolares e marginais e seisepoggandulas laminas
acropeciolares e marginaks glandulas laminares ocorrem exclusivamente na face
alkaxial, mas podem estar espalhadas em diversos pontos da falainasobre as
nervuras, proximo a margem foliar ou a raque ou entre ésgepontos.

E interessante notar que coléteres também ocorremarmgem de folhas jovens
(Fig. 3D-E) e a cicatriz destes pode aparecer na margéthdemadura. Em geral os
coléteres possuem um eixo multisseriado de célulasquanedticas alongadas, que é
envolvido por células epidérmicas em palicada recobertasupicula delgada (Fig.
3E).

As analises morfoanatébmicas de folhas de Croton sect. Lungjeupos
relacionados forneceram informacdes importantes paaaosmomia do género que
possui grande dificuldade de identificacdo, especialmentexemplares da regido
Amazodnica (Guimaraes & Secco 2010). Algumas caracteristioefe l6gicas foliares
ndo haviam sido mencionadas nas descri¢cdes originaespasies (Webster 1993),
principalmente no que concerne as glandulas laminares ginaiare o0s coléteres
marginais. A variagdo morfolégica e a posicdo ocupalie pHEFs tém possibilitado
a utilizacdo destas estruturas em abordagens taxondmigarscomo um carater

diagndstico ou como um carater unificador (Solereder 1908).
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Morfologicamente os NEFs sdo formados por uma regi@ore®ra
proeminente na porc¢do apical e um pedunculo ndo secretmasea mas também
podem ser séssil, tendo a superficie da regido secretora NiSs
acropeciolar/baselaminar formato variado, podendo seraganconvexa ou plana
(Soares 2013), estrutura semelhante ao observado em toslesmgdares analisados
no presente estudo, o que nos permite inferir que as glandell& matourensis
correspondam a NEFs.

Anatomicamente os NEFs geralmente sdo diferenciados &sn areas:
epiderme nectarifera, parénquima nectarifero e paréngsirbaectarifero (Nepi
2007), classificacdo evidenciada nos individuos de C. matourendisados. O
parénquima subnectarifero € constituido por varias cantelaglulas que estéo
subjascentes ao parénquima nectarifero, agindo como unagrdbgara transporte
apoplastico, como sugerido por Melo et al. (2010). O padréoadeularizacéo
observado nos NEFs de C. matourensis segue o descrito gareose@scularizados
(Elias & Barbara 1983), entretanto, nota-se um predominidodend, o que pode
indicar a producdo de um néctar mais concentrado (Nicolsah 8007). HA um
acumulo de secrecao entre a epiderme secretora e@aetjue é uma caracteristica
geral para NEFs (Nepi 2007), essa rompe-se posteriormentitiqeona liberacao da
secrecao, semelhante ao relatado para outras espéCiestaie (Feio et al. 2016).

No caso do género Croton, os NEFs acropeciolares/ basilamelaraegares
séo conspicuos e, por serem facilmente visualizados, f@latados nas descricdes
originais das espécies (Webster 1993). Por outro lado, ac@amde descricbes das
glandulas marginais em muitas espécies parece efdaionada com o tamanho
reduzido destas estruturas (Soares 2013). Informacéo relewsiimal da analise dos
24 individuos de C. matourensis, demonstrou que embora a olhaatéimasmo sob
0 esteriomicroscopio os NEFs sejam aparentemente tagsem processo de
diafanizacdo permitiu registrar com seguranca a presienig& Fs marginais bastante
reduzidos sendo esse dado importante taxonomicamente. Oss NEF
acropeciolares/baselaminares que ocorrem em pares tardbéoarsicteristicos da
sedo Cleodora (Vitarelli et al. 2015) e foram relatados comspionos para 0s
representantes de Croton sect. Cyclostigma (Feio et al. 2016).

A morfologia dos NEFs da secdo Cleodora difere da secao Lantiaal C.

matourensis faz parte, por ndo possuirem NEFs planos elavasgiio apenas
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proveniente do peciolo porém se assemelham por apresenksr $é¢Bseis e/ou
pedunculados, caracteristico também da secao Cyclostigroaetfal. 2016)

Assim como em C. matourensis, houve registro de NEFs marginais,
acropeciolar/baselaminar e laminar em duas espécies da setdstigma (Sa-Haiad
et al. 2009). NEFs podem ser confundidos com colétereppdé&m ocupar posicao
equivalente, entretanto, diferem quanto a anatomia e Emlpeafte atividade secretora
(Feio et al. 2016).

Foi comum observar cicatrizes na lamina foliar, indittaa anterior presenca
de um NEF laminar. Depress6es na margem foliar também sugenanprévia
ocorréncia de um NEF marginal na margem foliar, sugeargleeda de NEFs durante
a senescéncia da folha. Os resultados demonstram queagwolea ocorrer variagao
na posicao conforme os dois padrdes descritos, os NiE&es @resentes em todos os
espécimes, confirmando o seu potencial para a taxononsa.infdrmacdes
acrescentadas sobre a sua ocorréncia de NEFs na mangdamena foliar da espécie

devem ser consideradas em futuros trabalhos taxondmiidogeméticos.
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Figuras
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Figura 1. Glandulas acropeciolares e laminares em folhas de Croton matsufens
Seccédo longitudinal da glandula acropeciolar, note @&pgasde pedunculo (Pd;
Secc¢do longitudinal da glandula acropeciolar séssil eci@letio a presenca de
cuticula (Ct), epiderme secretora em palicada (En), @gubate parénquima secretor
(Pn) e subjascente (P<}. Seccdo paradérmica da lamina foliar evidenciando a
presenca de glandula acropeciolar em par P¥)Glandula laminar pedunculada com
morfologia circular;E. Glandula marginal séssil com morfologia circul&r; H.
Seccles longitunais de glandula evidenciando diferenteataras da superficie da
regido secretora, concava (F), convexa (G) e planal(HFace abaxial da lamina
foliar, evidenciando cicatriz de glandula marginal.

Barra de escala-D. 300um; E-F. 150um; G-I. 300pum.

@

Figura 2. Padréo de distribuicdo de glandulas em Croton matouréndiadrao I:
Presenca de glandulas acropeciolares e margBafadréo Il: Presenca de glandulas

acropeciolares, laminares e marginais.
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Figura 3. Nectarios e coléteres de Croton matourensisSeccdo longitudinal da
lamina foliar evidenciando a presenca de nectario acropgciodsilaminar;B.
Nectario laminar com morfologia circula€. Nectario maginal com morfologia
circular;D. Coléter na margem de folha jovel;G. Detalhe de coléter evidenciando
epiderme secretora em palicada e Eixo parenquimatico.

Barra de escalas: A, B10Oum; C-E. 100um.
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