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RESUMO

ZANOTTI-AVILA, Analu, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2023. Aspectos
taxonomicos de Sapium Jacq. e Stillingia L. (Euphorbiaceae Juss.): contribuicoes da
anatomia e ultraestrutura. Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira. Coorientadora:
Sarah Maria Athié-Souza.

Hippomaneae ¢ uma tribo de Euphorbiaceae com aproximadamente 30 géneros e 330 espécies.
A delimitacdo dos tdxons de Hippomaneae apresenta discordancias e um dos fatores que explica
isso sdo caracteres florais morfologicamente homogéneos entre as espécies. Caracteres
anatomicos foliares, em especial das estruturas secretoras aplicados aos estudos taxonomicos
contribuem para auxiliar na delimitacdo infragenérica em diversos géneros de Euphorbiaceae.
Apesar dos progressos no entendimento da tribo, algumas duvidas persistem entre alguns
grupos, dentre eles Sapium Jacq. e Stillingia L., dois dos cinco maiores géneros de
Hippomaneae, comumente confundidos entre si. Esses géneros sdo relevantes objetos de estudo
para investigar caracteres anatomicos das folhas, com a inclusdo da caracterizacdo das
glandulas, o que pode contribuir para a circunscrigdo de tdxons. O estudo anatdmico das
glandulas foliares mostra-se como importante evidéncia morfologica para distin¢ao de espécies
em Euphorbiaceae e ainda ha muito a ser explorarado. Dentre essas estruturas, laticiferos sdo
emblematicos em Euphorbioideae. Laticiferos sdo responsaveis pela producdo e
armazenamento de latex que possui constituicdo quimica diversa e atua na cicatrizacao de
lesdes e protegao contra herbivoria. Sapium glandulosum (L.) Morong ¢ conhecida
popularmente como leiteiro, devido a exsudacdo de latex esbranqui¢ado e volumoso quando
ocorre ferimento. Amostras de folhas de exsicatas provenientes de herbarios nacionais e
internacionais foram submetidas a técnicas usuais de microscopia de luz e os dados gerados
foram analisados por similaridade. Este estudo proveu caracteres tteis na distingdo dos géneros
avaliados e um aprofundamento no conhecimento acerca da tipologia e atividade bioldgica dos
laticiferos em Sapium. A similaridade anatdmica observada entre Stillingia peruviana D.J.
Rogers e as espécies de Sapium deve ser considerada em trabalhos taxondmicos futuros para
avaliar o posicionamento desta espécie. Dados anatomicos exclusivos sobre glandulas de

Sapium e Stillingia foram gerados.

Palavras-chave: Estruturas secretoras. Anatomia vegetal. Laticiferos. Latex.



ABSTRACT

ZANOTTI-AVILA, Analu, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, January 2023. Taxonomic
aspects of Sapium Jacq. and Stillingia L. (Euphorbiaceae Juss.): contributions from
anatomy and ultrastructure. Advisor: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-advisor: Sarah
Maria Athié-Souza.

Hippomaneae is a tribe of Euphorbiaceae with approximately 30 genera and 330 species. The
delimitation of Hippomaneae taxa presents disagreements, mostly because of the valuation of
floral characters, which in the tribe are morphologically homogeneous between species.
Anatomical characters applied to taxonomic studies have contributed to aid the delimitation in
several genera of Euphorbiaceae. Despite progress in understanding the tribe organization,
some doubts persist among some groups, including Sapium Jacq. and Stillingia L., two of the
five more diverse Hippomaneae genera, commonly confused with each other. These genera are
relevant objects of study to investigate micromorphological characters of the leaves, including
the glands, which may contribute to the circumscription of taxa. The anatomical study of leaf
glands is shown to be important morphological evidence for distinction between species in
Euphorbiaceae and there is still much to be explored in these data. Among these structures,
laticifers are emblematic in Euphorbioideae. Laticifers are responsible for the production and
storage of latex, which has a diverse chemical constitution and acts in wound healing and
protection against herbivory. Sapium glandulosum (L.) Morong is popularly known in Brazil
as leiteiro, something like milch, due to the exudation of whitish and voluminous latex when
an injury occurs. This study provided useful characters in distinguishing the evaluated genera
and deepening the knowledge about the typology and biological activity of laticifers in Sapium.
An unexpected anatomical similarity between Stillingia peruviana D.J. Rogers and Sapium
species has been observed and should be considered in future taxonomic work to assess the
placement of this species. Unique anatomical data on Sapium and Stillingia glands were

generated.

Keywords: Secretory structures. Plant anatomy. Laticifers. Latex.
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INTRODUCAO GERAL

Hippomaneae, uma das maiores tribos de Euphorbiaceae, sendo circunscrita por
aproximadamente 330 espécies distribuidas em 30 géneros Pantropicais (Webster, 2014). A
delimitacdo dos tdxons de Hippomaneae tem um histérico de discordancia entre os autores
classicos devido a morfologia homogénea de caracteres florais entre os tdxons (Jussieu, 1824;
Miiller, 1863, 1866, 1873; Baillon, 1864; Pax, 1912). O potencial de caracteres anatomicos
foliares e, em especial, das estruturas secretoras como subsidio taxondmico tem se mostrado
valioso e contribuido para auxiliar na delimitagdo infragenérica de varios géneros de
Euphorbiaceae (Metcalfe e Chalk, 1950; Vitarelli et al. 2015, 2016; James et al., 2021;
Mouzella, 2020; Cardiel et al., 2020).

Apesar dos recentes progressos de cunho taxondmico em Hippomaneae (Pscheidt e
Cordeiro, 2017; Athié-Souza et al., 2019; 2020), algumas duavidas persistem, como a histérica
afinidade morfolégica e filogenética entre Sapium Jacq. e Stillingia L. (Klotzsch, 1841; Baillon,
1858; Esser et al. 1997; Wurdack et al. 2005).

Sapium e Stillingia configuram como dois dos cinco maiores géneros de Hippomaneae,
com cerca de 25 e 30 espécies, respectivamente, sendo comumente confundidos entre si. Do
ponto de vista filogenético, as inferéncias existentes sao inconclusivas ja que a amostragem dos
dois géneros em estudos filogenéticos foi insuficiente para apresentar resultados conclusivos
(Wurdack et al. 2005). Porém, evidéncias apresentadas por Esser et al. (1997) e Wurdack et al.
(2005), com base em um universo amostral pouco representativo, sugerem que ambos 0s
géneros nao sao monofiléticos.

Algumas espécies de Sapium e Stillingia destacam-se pela plasticidade
macromorfologica vegetativa e pela morfologia floral pouco varidvel, dificultando a
identificagdo das mesmas. Nestes casos, a morfologia foliar muitas vezes ¢ utilizada para a
identificacdo dos taxons (Burger e Huft, 1995; Kruijt, 1996). Assim, esses géneros sao
relevantes objetos de estudo para investigar caracteres anatomicos que possam contribuir para
a resolucgao dos problemas taxonomicos, em especial quanto a circunscri¢ao de taxons.

O estudo anatomico das glandulas foliares mostra-se como importante evidéncia
morfologica para distingdo de espécies em Euphorbiaceae, como observamos em Sapium
(Coutinho et al., 2010; Demarco et al., 2013, Andrade et al., 2017). Ainda hd muito a se explorar
nesses dados e a sua aplicabilidade na taxonomia desses grupos. Em especial, laticiferos sao
estruturas secretoras emblematicas de Euphorbioideae (Rudall, 1987). Laticiferos sdo estruturas

secretoras internas formadas por uma ou um conjunto de células internas ao corpo da planta,
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que adquirem o formato de tubo (Metcalfe 1983; Evert 2006; Hagel et al. 2008). Laticiferos sao
responsaveis pela produgdo e armazenamento de latex (Fahn 1979), que ao final do
desenvolvimento constitui todo o protoplasto da glandula (Demarco et al., 2006), possui
constituicdo quimica diversa (Yoder e Mahlberg 1976; Fahn 1979; Biesboer ¢ Mahlberg 1981)
e atua na cicatrizagao de lesdes e prote¢do contra herbivoria (Fahn, 1979; Konno et al., 2004;
2006; Konno 2011; Prado e Demarco, 2018).

A presenca ¢ a tipologia dos laticiferos, bem como a composi¢do quimica do exsudado
sdo caracteres uteis para estudos sistematicos e contribui para compreensdo das relagdes
evolutivas entre diferentes taxa (Dehgan, 1978; Mahlberg, 1987; Rudall, 1994; Demarco et al.,
2013; Mouzella, 2020).

Sapium glandulosum Jacq. destaca-se no género por ser a espécie de maior amplitude
de distribuicao geografica e ¢ utilizada tradicionalmente em tratamentos cicatrizantes (Andrade
et al.,, 2017) ¢ conhecida popularmente como leiteiro, devido a exsudag¢do de latex
esbranqui¢cado e volumoso quando ocorre ferimento (Al Mugqarrabun et al. 2014). Andrade et
al. (2017) descreveu os laticiferos de S. glandulosum como ndo articulados, porém nao foram
feitos estudos ontogenéticos que confirmassem essa informagao.

Nesta pesquisa, nos analisamos Sapium e Stillingia ¢ apresentamos os resultados em
dois capitulos:

Capitulo 1: Contribuicdes da anatomia foliar para identificacdo de Sapium Jacq. e Stillingia L.
(Euphorbiaceae Juss.).

Capitulo 2: Ontogenia, histoquimica e ultraestrutura dos laticiferos em Sapium glandulosum
(L.) Morong. (Euphorbiaceae): consideracdes sobre a sistematica de Hippomaneae.

No capitulo 1 abordamos a anatomia aplicada a taxonomia em Sapium e Stillingia
correlacionando a anélise a dados preexistentes sobre os géneros. No capitulo 2 realizamos um
estudo anatdmico, histoquimico e ultraestrutural acerca dos laticiferos de S. glandulosum e
elucidamos algumas lacunas sobre a ontogenia, composi¢ao quimica do exsudado e processo

de secre¢ao celular.
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CAPITULO 1

Contribui¢des da anatomia foliar para identificagdo de Sapium Jacq. e Stillingia L.

(Euphorbiaceae Juss.)

Resumo

Com cerca de 30 géneros e 330 espécies, a tribo Hippomaneae destaca-se dentre as
Euphorbiaceae pelas discordancias quanto a delimitagdo dos taxons. Os caracteres
morfoldgicos florais sdo relevantes, no entanto, sio morfologicamente homogéneos, o que
estimula uma discordancia de identificacdo entre as espécies dessa tribo. A anatomia tem
contribuido para a sistematica de Euphorbiaceae, fornecendo caracteres anatomicos que tém
auxiliado na delimitagdo infragenérica em diversos gé€neros. Apesar dos progressos no
entendimento das relagdes filogenéticas na tribo, algumas duvidas persistem entre alguns
grupos, dentre eles Sapium Jacq. e Stillingia L., dois dos cinco maiores géneros de
Hippomaneae que comumente sdo confundidos entre si. Esses géneros sdo relevantes objetos
de estudo para investigar caracteres micromorfologicos das folhas, com inclusdo de uma
avaliacdo detalhada das glandulas, evidenciando dados que possam contribuir para a
circunscricao desses taxons. O estudo anatomico de glandulas foliares como nectarios, coléteres
e laticiferos mostra-se como importante evidéncia morfoldgica para distingdo de espécies em
Euphorbiaceae, mas ainda hd muito a se explorar nesse contexto. Foram utilizadas técnicas
usuais de microscopia de luz para avaliar a anatomia foliar de algumas espécies de Sapium e
Stillingia. Caracteres foram identificados como uteis na distingdo dos géneros avaliados. A
similaridade anatdmica observada entre Stillingia peruviana e as espécies de Sapium deve ser
considerada em futuros trabalhos taxondmicos para avaliar o posicionamento desta espécie.

Dados anatomicos exclusivos sobre glandulas de Sapium e Stillingia foram gerados.

Palavras-chave: Estruturas secretoras, anatomia vegetal, analise de similaridade.
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1. Introducao

Hippomaneae (Euphorbioideae, Euphorbiaceae) ¢ circunscrita por aproximadamente 33
géneros e cerca de 330 espécies distribuidas com distribui¢cdo pantropical, com predominancia
nos neotropicos onde sdo registrados mais de 50% dos géneros (Webster, 2014). Esta tribo ¢
caracterizada pelas inflorescéncias terminais ou axilares, espiciformes tirsoides, monoicas e
alongadas, bracteas florais biglandulares, botdes florais inclinados, flores apétalas, calice com
sépalas pequenas e imbricadas e estames eretos (Esser et al., 1997).

Historicamente, a delimita¢ao dos taxons de Hippomaneae quase sempre foi discordante
entre os autores classicos, devido aos caracteres florais serem morfologicamente homogéneos
entre algumas espécies (Jussieu, 1824; Miiller, 1863, 1866, 1873; Baillon, 1864; Pax 1912). O
potencial de caracteres anatdmicos como subsidio taxondmico tem sido pouco explorado na
tribo (Pax e Hoffmann, 1912; Kruijt, 1996; Esser, 2012), embora, abordagens anatomicas,
especialmente foliares, tém se mostrado valiosas e contribuido para auxiliar na distingao de
varios géneros de Euphorbiaceae, tais como Acalypha L. (Mouzella, 2020; Cardiel et al., 2020)
e Euphorbia L. (Bercu & Popoviciu, 2015); Croton L. (Metcalfe e Chalk, 1950; Nepumoceno
e Oliveira, 1979; Webster et al., 1996; Lucena ¢ Sales, 2006; Mendonca et al. 2008; Vitarelli et
al. 2015, 2016; Feio et al., 2018; Sodré et al., 2019; 2022); Jatropha L. e Manihot Mill (James
etal., 2021).

Dessa forma, considerando a relativa homogeneidade dos caracteres morfoldgicos
vegetativos e reprodutivos em varios géneros da tribo Hippomaneae, estudos com enfoque na
micromorfologia mostram-se necessarios, especialmente, em taxons historicamente ou
morfologicamente relacionados, cujas afinidades encontram suporte na morfologia e em
estudos filogenéticos (Esser et al., 1997; Wurdack et al., 2005). Apesar dos recentes progressos
de cunho taxondmico na tribo (Esser, 1994; Kruijt, 1996; Oliveira, 2014; Cordeiro et al., 2010;
Pscheidt e Cordeiro, 2017; Athié-Souza et al., 2019; 2020), algumas dividas persistem, como
a historica afinidade morfologica e filogenética entre Sapium e Stillingia (Klotzsch, 1841;
Baillon, 1858; Esser et al. 1997; Wurdack et al. 2005).

Sapium e Stillingia configuram como dois dos cinco maiores géneros de Hippomaneae,
com cerca de 25 e 30 espécies, respectivamente. Esses géneros sdo facilmente confundidos no
estadio reprodutivo por compartilharem flores estaminadas com calice 2-lobado e dois estames
ligeiramente unidos entre si pelos filetes. Contudo, Sapium pode ser diferenciado de Stillingia

por apresentar sépalas pistiladas unidas (vs. livres em Stillingia), sementes ariladas (vs. ausente
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em Stillingia), glandulas foliares acropeciolares (vs. laminares em Stillingia) e auséncia de
carpididforo (vs. presente em Stillingia) (Rogers 1951, Esser 2012, Cordeiro, 2017; Athié-
Souza et al., 2019). Do ponto de vista filogenético, as inferéncias existentes sao inconclusivas,
ja que nao existem estudos filogenéticos moleculares que abordam esses dois géneros num
amostragem significativa. Porém, evidéncias apresentadas por Esser et al. (1997), Wurdack et
al. (2005) e Sun et al. (2016) com base em um universo amostral pouco representativo, sugerem
que ambos os géneros ndo sao monofiléticos.

Sapium tem distribuicdo neotropical e suas espécies sdo reconhecidas pelas folhas
geralmente com glandulas acropeciolares, flores 2-estaminadas, sépalas pistiladas fusionadas,
auséncia de carpidioforo e sementes ecarunculadas, com arilo vermelho (Kruijt, 1996; Cordeiro
2017). Enquanto, Stillingia, com distribuicdo predominantemente neotropical, ¢ caracterizada
pelas glandulas foliares que variam de ciatiformes a escuteliformes, sépalas pistiladas livres,
frutos com carpidiéforo e sementes carunculadas, desprovidas de arilo (Rogers, 1951; Belgrano
& Pozner, 2005). Algumas espécies de Sapium e Stillingia destacam-se pela plasticidade
macromorfologica vegetativa e pela morfologia floral pouco varidvel (p.ex., Sapium
glandulosum (L.) Morong, S. haematospermum Mill. Arg., Stillingia sylvatica L., S. uleana
Pax & K. Hoffm.), dificultando a delimitagcdo e identificacdo das mesmas. Nestes casos a
morfologia foliar muitas vezes € utilizada para a identificagdo dos taxons (Burger e Huft, 1995;
Kruijt, 1996).

As glandulas foliares mostram-se como importantes evidéncias morfologicas para
distingdo entre espécies de Euphorbiaceae, e 0 mesmo observamos tanto em Sapium quanto em
Stillingia. No entanto, estudos relativos a diversidade estrutural e quimica dos exsudados de
glandulas foliares sdo escassos. Na verdade, estudos que abordam as estruturas secretoras
limitam-se a andlise dos laticiferos e dos nectarios foliares de algumas poucas espécies de
Sapium (Coutinho et al., 2010; Demarco et al., 2013, Andrade et al., 2017). Assim, fica evidente
a necessidade de estudos que investiguem os caracteres micromorfologicos e anatomicos
foliares, incluindo as estruturas secretoras, de forma mais abrangente em espécies de Sapium e
Stillingia e a sua aplicabilidade na taxonomia dos grupos. Apontar estes caracteres pode
contribuir para o esclarecimento de relacdes infra e supra genéricas que corroborem estudos

filogenéticos futuros.

2. Material e métodos

2.1 Microscopia de luz,
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Amostras de folhas inteiras e completamente expandidas de Sapium argutum (Miill.
Arg.) Huber, S. ciliatum Hemsl., S. glandulosum (L.) Morong, S. haematospermum Miill. Arg.,
S. marmieri Huber, S. obovatum Klotzsch ex Miill. Arg., S. paucinervium Hemsl., S. sceleratum
Ridl., §. sellowianum (Miill. Arg.) Klotzsch ex Baill., S. laurifolium (A. Rich.) Griseb., S.
pallidum (Miull. Arg.) Huber, Stillingia argudentata Jabl., S. dichotoma Miill. Arg., S.
linearifolia S. Watson, S. peruviana D.J. Rogers, S. saxatilis Miill. Arg., S. spinulosa Torr., S.
trapezoidea Ule e S. uleana Pax & K. Hoffm. foram coletadas em herbarios nacionais e
internacionais, descritos na Tabela 1. Sempre que possivel, pelo menos trés individuos de cada
espécie foram amostrados. Comparativamente, Mabea fistulifera Benth. e Gymnanthes
klotzschiana Miill. Arg. foram selecionadas como grupo externo pela proximidade aos géneros
analisados (Esser, 2012; Oliveira, 2014) e foram submetidas aos mesmos procedimentos
descritos acima.

As amostras foram reidratadas, depois desidratadas em série etanolica e armazenadas
em etanol 70% (Kraus e Arduim, 1997). Fragmentos da margem foliar, nervura central e peciolo
foram incluidos em resina de etilenoglicolmetacrilato (Historesin Leica, Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha) e seccionados em micrétomo rotativo automético com navalhas de
vidro (Leica RM2265, Deerfield, IL, EUA). Cortes longitudinais e transversais de 5 pm de
espessura foram corados com azul de toluidina em pH 4,7 (O’Brien e McCully, 1981) e as
laminas foram montadas com resina permanente (Permount, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ,
EUA).

Para avaliar a distribui¢do, bem como caracterizar as glandulas foliares, folhas inteiras
foram diafanizadas, coradas com fucsina etanolica a 50% (Vasco et al., 2014) e montadas em
gelatina de glicerinada (Johansen, 1940).

Para descrever os dentes marginais foliares utilizamos a terminologia Hickey e Wolfe
(1975). O arranjo dos feixes vasculares seguiu a classificagdo de Dickison (2000) e os caracteres

de venacao seguiram a classificacao de Ellis et al. (2009).

2.2 Analise fenética

Caracteres anatomicos do tergo distal do peciolo e da lamina foliar foram comparados
por meio de uma matriz bindria com o coeficiente de similaridade de Sorensen. O método de
grupos de pares nao ponderados com média aritmética (UPGMA) foi utilizado no software
Multi-Variate Statistical Package (MVSP 3.13) (Mueller-Dombois and Ellenberg, 1974) para

obten¢ao do dendograma, com o coeficiente de Sorensen.
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3. Resultados

3.1 Lamina foliar

Todas as espécies de Sapium analisadas e Mabea fistulifera possuem margem foliar reta,
com 1-8 camadas de colénquima do tipo anelar, distribuido de forma homogénea, como
ilustrado em S. sceleratum (Fig. 1A). Em Stillingia, todas as espécies possuem margem foliar
reta com 1-3 camadas de colénquima anelar, exceto S. linearifolia, S. trapezoidea € S. uleana
(Fig. 1B) nas quais nao foi observado colénquima na margem.

Em Gymnanthes klotzschiana verificou-se a margem foliar reta e auséncia de
colénquima. Espécies de Sapium (exceto S. sceleratum; Fig. 1A), G. klotzschiana ¢ M.
fistulifera possuem parénquima pali¢ddico descontinuo na margem foliar (Fig. 1C). A maioria
das espécies de Stillingia possui parénquima palicadico continuo na margem foliar (Fig. 1B, D,
E), exceto S. dichotoma e S. peruviana.

Sapium marmieri foi a Unica espécie que exibiu compostos fendlicos nas células
epidérmicas da face abaxial estendendo brevemente a face adaxial (Fig. 1C) e em M. fistulifera
compostos fendlicos foram observados re-eitoplasma de todas as células da epiderme de (Fig.
1F). Nas demais espécies nao foram detectados compostos fenolicos nas células epidérmicas.
Tricomas tectores foram registrados apenas em M. fistulifera, ocorrendo em toda a extensdo da
face abaxial (Fig. 1F, G). As espécies de Sapium e Stillingia ndo apresentam tricomas na
epiderme.

Os estdmatos sdo paraciticos em todas as espécies estudadas e as folhas sdo
hipoestomaticas em Sapium ciliatum, S. glandulosum, S. marmieri, S. pallidum, S.
paucinervium, S. sellowianum, G. klotzschiana e M. fistulifera. As folhas sao anfiestomaticas
em Sapium argutum, S. haematospermum, S. laurifolium, S. obovatum, S. sceleratum, Stillingia
argudentata, S. dichotoma, S. linearifolia, S. peruviana, S. saxatilis, S. spinulosa, S.
trapezoidea e S. uleana.

O mesofilo ¢ isobilateral (Fig. 1A, B, D, E) em Sapium glandulosum, S.
haematospermum, S. obovatum, S. sceleratum, Stillingia linearifolia, S. saxatilis, S. spinulosa,
S. trapezoidea, S. uleana e M. fistulifera; e dorsiventral (Fig.1 G, H) em Sapium argutum, S.
ciliatum, S. laurifolium, S. marmieri, S. pallidum, S. paucinervium, S. sellowianum, Stillingia
argudentata, S. dichotoma, S. peruviana e G. klotzschiana

O parénquima pali¢adico varia em numero de camadas e tamanho das células. Em

Sapium glandulosum e M. fistulifera, o mesofilo isobilateral ¢ constituido por parénquima
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palicadico menos desenvolvido na face abaxial em relacdo aquele voltado para a face adaxial
(Fig. 1G).

Em Sapium obovatum e Stillingia uleana, o parénquima pali¢adico ¢ biestratificado na
face adaxial e uniestratificado e pouco desenvolvido na face abaxial (Fig. 1B). O parénquima
palicadico ¢ biestratificado tanto na face adaxial quanto na face abaxial em Stillingia
trapezoidea, porém na face adaxial ele ¢ menos desenvolvido. Em Stillingia saxatilis, o
parénquima pali¢adico ¢ biestratificado ou triestratificado na face adaxial e biestratificado e
pouco desenvolvido na face abaxial e em Stillingia linearifolia o parénquima paligadico ¢
biestratificado nas duas faces, sendo a mais interna, menos desenvolvida Fig. 1D, E).

Nas espécies que exibem mesofilo dorsiventral, o parénquima paligadico ¢ bi ou
triestraficado em Stillingia dichotoma e em Sapium pallidum o parénquima pali¢addico ocupa %
da altura do mesofilo (Fig. 1H, I) sendo a inica espécie que exibe extensao de bainha nos feixes
de menor calibre (Fig. 1 H, I).

Em todas as espécies de Sapium, M. fistulifera e G. klotzschiana o parénquima
palicadico ¢ interrompido na nervura central (Fig. 1J), diferente das espécies de Stillingia, onde
o parénquima palicadico ¢ continuo na face adaxial (Fig. 1K) exceto em S. peruviana, onde o
parénquima pali¢adico € interrompido por poucas células de colénquima.

Em Sapium, M. fistulifera e G. klotzschiana o formato da nervura central ¢ biconvexo
(Fig. 1J)), porém em Stillingia predomina o formato plano convexo (Fig. 1K), exceto S.
linearifolia, S. peruviana e S. spinulosa, que mantiveram o padrao biconvexo (Fig. 1M)

Grande parte das espécies possuem feixes colaterais na nervura central (Fig. 1J, K, L),
exceto Stillingia linearifolia e S. spinulosa, que possuem feixes bicolaterais (Fig. 1M). O
sistema vascular estd organizado em arco aberto (Fig. 1L) em Sapium argutum, S.
haematospermum, S. pallidum, S. paucinervium, S. sceleratum, S. sellowianum, Stillingia
argudentata, S. dichotoma, S. linearifolia, S. saxatilis, S. spinulosa, S. trapezoidea, S. uleana,
G. klotzschiana e M. fistulifera e em arco aberto com extremidades convolutas (Fig. 1N) em
Sapium ciliatum, S. glandulosum, S. laurifolium, S. marmieri, S. obovatum e Stillingia
peruviana. Cristais de oxalato de calcio do tipo drusa no cértex e proximas aos feixes da nervura
central foram frequentemente observadas em Sapium, M. fistulifera e G. klotzschiana e
raramente em Stillingia. Monocristais foram observados apenas em G. klotzschiana, em
associacao com as drusas. Sapium marmieri e S. sellowianum possuem calotas de fibras de até
3 camadas na nervura central (Fig. 10). Em Stillingia spinulosa foram observadas calotas de

fibras com mais de 10 camadas proximas aos feixes (Fig. 1M).
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Dentes teoides na margem da folha foram observados em Sapium argutum, S.
glandulosum, S. haematospermum, S. pallidum, S. paucinervium, S. sceleratum, Stillingia
argudentata, S. peruviana, S. spinulosa, S. trapezoidea, G. klotzschiana e M. fistulifera (Fig.
2A, C,D, H, 1, J; 3A, D, F, H, I). Cicatrizes na margem foliar foram observadas nas demais
espécies (Fig. 2B, E, F, G, K; 3B, C, E, G).

As nervuras terminais nas aréolas apresentaram o padrdo de ramificagdo livre do tipo
dendritico (Fig. 4), com excecdo de Stillingia linearifolia que apresentou uma mescla dos
padrdes de ramificacao dendritico e dicotdmico (Fig. 40). Foram identificados trés padrdes nas
veias terminais: simples em Sapium argutum, S. ciliatum, S. glandulosum, S. haematospermum,
S. laurifolium, S. paucinervium, S. sceleratum, S. sellowianum, Stillingia linearifolia, S.
peruviana, Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera (Fig. SA-E, 1I-K, N, O, T); com
idioblastos traqueoides em Stillingia argudentata, S. dichotoma, S. saxatilis, S. trapezoidea e
S. uleana (Fig. 5L, M, P, Q, R); com esclereides altamente ramificados em Sapium marmieri,
S. obovatum e S. pallidum (Fig. SF-H).

A disposi¢do de cristais observada em pecas diafanizadas variou entre as espécies.
Numerosas drusas foram observadas dispersas por toda a lamina foliar até bem préximo da
margem em Sapium laurifolium, S. sceleratum, Stillingia linearifolia, S. peruviana e S.
spinulosa (Fig. 6A); concentradas em regides proximas as nervuras em Sapium argutum, S.
glandulosum, S. haematospermum e S. sellowianum (Fig. 6B-C) Sendo os mesmos ausentes nas
demais espécies analizadas em pegas diafanizadas.

Nos cortes transversais e longitudinais, drusas foram frequentemente observadas no
parénquima lacunoso em todas as espécies, exceto Stillingia saxatillis, S. trapezoidea e S.
uleana; no cortex da nervura mediana, exceto em Sapium obovatum, Stillingia argudentata, S.
dichotoma, S. saxatilis, S. spinulosa, S. trapezoidea e S. uleana; no floema da nervura mediana,
exceto em Stillingia argudentata, S. dichotoma, S. saxatilis, S. spinulosa, S. trapezoidea e S.
uleana; no peciolo, exceto em Stillingia argudentata, S. dichotoma, S. linearifolia, S. saxatilis,
S. spinulosa e S. uleana e nos nectarios: acropeciolares/basilaminares, exceto em Sapium
marmieri, Stillingia linearifolia, S. peruviana, S. spinulosa, S. trapezoidea, G. klotzschiana e
M. fistulifera e da margem exceto Stillingia linearifolia, S. peruviana, S. spinulosa e S.
trapezoidea. Monocristais foram observados apenas no floema da nervura central de S.

marmieri e juntamente com as drusas em G. klotzschiana.

3.2 Peciolo
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O formato do peciolo ¢ concavo convexo (Fig. 6D) em Sapium argutum, S. ciliatum, S.
glandulosum, S. haematospermum, S. laurifolium, S. marmieri, S. obovatum, S. pallidum, S.
paucinervium, S. sceleratum, S. sellowianum, Stillingia argudentata, S. dichotoma S.
peruviana, S. saxatilis e Mabea fistulifera; plano convexo (Fig. 6E) em Stillingia peruviana, S.
trapezoidea, S. uleana e Gymnanthes klotzschiana; ausente em Stillingia spinulosa, que possui
a base da folha com largura inferior ao restante do limbo (Fig. 6F). Epiderme papilosa foi
observada no peciolo de Sapium laurifolium, S. marmieri, S. paucinervium e S. sellowianum.

Os feixes sao colaterais (Fig. 6G), exceto em Stillingia linearifolia e S. spinulosa, que
possuem feixes bicolaterais (Fig. 6H). A organiza¢do dos feixes variou entre arco aberto de
feixe unico (Fig. 6G) em Sapium glandulosum, S. sceleratum, S. sellowianum, Stillingia
linearifolia, S. spinulosa e G. klotzschiana; arco aberto com feixes separados por parénquima
(Fig. 6I) em Sapium argutum, S. haematospermum, Stillingia peruviana, S. saxatilis, S.
trapezoidea, S. uleana e M. fistulifera; arco aberto com feixes separados e extremidades
convolutas (Fig. 6J) em Sapium ciliatum, S. laurifolium, S. marmieri, S. obovatum, S. pallidum,
S. paucinervium, Stillingia argudentata e S. dichotoma. Tricomas tectores foram observados

apenas no peciolo de M. fistulifera.

3.3 Estruturas secretoras

Foram observados laticiferos, coléteres e nectarios posicionados na margem da ldmina
foliar, na base da 1amina foliar (basilaminar) ou na juncdo entre peciolo e ldmina (acropeciolar).

A maioria das espécies apresentou nectarios vascularizados na margem da folha, exceto
Sapium ciliatum, Stillingia linearifolia, S. peruviana, S. spinulosa e S. trapezoidea. Nas
espécies de Sapium, os nectarios sao cupuliformes, compostos por uma epiderme secretora em
palicada e parénquima nectarifero rico em células com contetdo fendlico (Fig. 7 A-C).

Em Stillingia foram observados dois formatos de nectéarios: os cupuliformes em S.
uleana e os verruciformes em S. argudentata, S. dichotoma e S. saxatilis. O nectario do tipo
cupuliforme € composto por epiderme em palicada, muito similar aos que ocorrem em Sapium,
entretanto o contetido fendlico nas células do parénquima nectarifero ndo € evidente (Fig. 7D-
F). O tipo verruciforme ¢ composto por uma epiderme em palicada e parénquima nectarifero
evidente (Fig. 7G-I).

Em Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera o nectario na margem da folha ¢
verruciforme com epiderme em palicada mais desenvolvida e em menor extensdo, comparadas
aos nectarios verruciformes das demais espécies estudadas (Fig. 7J-O). Em G. klotzschiana o

conteudo fendlico nas células parenquimaticas proximas a epiderme ¢ evidente (Fig. 7M, N).
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Em todas as espécies de Sapium analisadas foi observado um par de nectarios
acropeciolares/basilaminares (Fig. 8A-H). Os nectarios sdo cupuliformes, vascularizados,
compostos por uma epiderme secretora em palicada e parénquima nectarifero rico em contetudo
fenolico (Fig. 8 A-C, E-F), assim como os descritos para as margens da folha. Apenas em S.
marmieri, 0s nectarios acropeciolares ndo sdo conspicuos, caracterizados por um conjunto de
células com conteudo fendlico, sem a formagdo de uma epiderme em palicada e a fenda (Fig.
8G-H). E comum a presenca de papilas (Fig. 81) na epiderme dos nectarios de algumas espécies
como em S. haematospermum, S. laurifolium ¢ S. pallidum.

Em Stillingia, nectarios acropeciolares/basilaminares ocorrem aos pares em S.
argudentata, S. dichotoma, S. peruviana, S. saxatilis ¢ S. uleana. Em S. uleana, eles sao
cupuliformes como os descritos para a margem (Fig 7D-F) e do tipo verruciforme (Fig. 8J-O)
nas demais espécies estudadas. O tipo verruciforme possui parénquima nectarifero
vascularizado, evidente pela mudanga na coloracao do contetido celular em comparagdo com o
parénquima subnectarifero (Fig. 8L). A epiderme secretora forma uma palicada e em algumas
amostras foi possivel observar secre¢do no espago subcuticular (Fig. 8N, O).

Nao foi observada a presenga de papilas na epiderme dos nectarios
acropeciolares/basilaminares de Stillingia, Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera. O
conteudo fenolico foi amplamente observado nas células que compdem a estrutura dos nectarios
presentes nas espécies estudadas.

Laticiferos articulados foram observados na extensdao de todo o mesofilo das espécies
analisadas (Fig. 9A), com presenca mais evidente em Sapium argutum e Stillingia trapezoidea.
Aglomerados de laticiferos também foram observados na nervura central (Fig. 9B) de todas as
espécies, sendo mais evidentes em Sapium haematospermum, S. marmieri, S. obovatum, S.
pallidum, S. sceleratum, Stillingia argudentata, S. peruviana, S. saxatilis, S. trapezoidea e S.
uleana. No peciolo os laticiferos também foram registrados em todas as espécies, sendo
facilmente identificados em Sapium haematospermum (Fig. 9C). Laticiferos associados ao
parénquima nectarifero e subnectarifero dos nectarios (Fig. 7K; 80) foram observados em todas
as espécies, exceto em Stillingia linearifolia, S. peruviana, S. spinulosa, S. trapezoidea ¢ G.
klotzschiana. Nos nectérios acropeciolares/basilaminares também foram observados laticiferos
no parénquima subnectarifero, exceto em Sapium argutum, S. marmieri, Stillingia linearifolia,
S. spinulosa, S. trapezoidea e G. klotzschiana.

Coléteres foram observados na margem foliar de Stillingia peruviana e S. uleana. (Fig.
9D-E). A presenga de cicatrizes nos apices dos dentes de Sapium argutum (Fig. 2A), S.
glandulosum (Fig. 2C), S. haematospermum (Fig. D), S. pallidum (Fig. 2H), S. paucinervium
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(Fig. 2I), S. sceleratum (Fig. 2J), Stillingia argudentata (Fig. 3A), S. peruviana (Fig. 3D), S.
spinulosa, S. trapezoidea (Fig. 3F), G. klotzschiana (Fig. 3H) e M. fistulifera (Fig. 31) e na
margem de Sapium ciliatum (Fig. 2B), S. laurifolium (Fig. 2E), S. marmieri (Fig. 2F), S.
obovatum (Fig. 2G), S. sellowianum (Fig. 2K), Stillingia dichotoma (Fig. 3B), S. linearifolia
(Fig. 3C), S. saxatilis (Fig. 3E) e S. uleana (Fig. 3G) sdo indicios da presenca de coléteres

caducos.

3.4 Anadlise de similaridade

O dendrograma gerado a partir dos dados anatdmicos apresenta dois agrupamentos com
valores de similaridade anatémica entre 0,6 € 0,92. O parénquima paligaddico da nervura central
continuo presente em Stillingia (exceto S. peruviana) difere este género do grupo Sapium +
Stilingia peruviana + Gymnanthes + Mabea que possuem o parénquima pali¢addico descontinuo
na nervura central (Fig. 1J, O). O tipo de nectario cupuliforme foi observado apenas em Sapium
e Stillingia uleana, o que os difere do outgroup Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera,
que possuem nectarios verruciformes (Fig. 7J-O). Entretanto, colénquima na margem da 1amina
e contorno do peciolo concavo-convexo sdo compartilhados entre Sapium e Mabea (Fig. 8G).
Na venagdo, as veias de terminagdo livre possuem idioblastos traquedides presentes em
Stilingia (excecdo de S. linearifolia e S. peruviana) (Fig. SL, M, P-R) que diferem o género de
Sapium + G. klotzschiana + M. fistulifera.

O género Stillingia foi dividido em dois grupos: 1) S. linearifolia + S. spinulosa e 2) as
outras espécies do género (exceto S. peruviana) que ndo compartilham apenas os caracteres
contorno da nervura central biconvexo em S. linearifolia + S. spinulosa e plano convexo nas
demais espécies, sistema vascular bicolateral em S. linearifolia + S. spinulosa (Fig. IM, 6H) e
colateral nas demais espécies (Fig. 1L), sistema vascular do peciolo com feixe continuo em S.
linearifolia + S. spinulosa e feixes separados por parénquima nas demais. As espécies S.
linearifolia + S. spinulosa compartilham todas as caracteristicas analisadas, exceto colénquima
e dentes na margem da folha ausentes em S. linearifolia e presentes em S. spinulosa, mesofilo
isobilateral em S. spinulosa e dorsiventral em S. linearifolia, drusas na nervura central presentes
em S. linearifolia e ausentes em S. spinulosa e terminais simples nas veias de terminagao livre
presentes em S. linearifolia e ausentes em S. spinulosa. Gymnanthes Klotzschiana emergiu
como grupo irmao de M. fistulifera + Sapium +Stillingia peruviana por compartilharem o
parénquima palicaddico da nervura central interrompido. S. pallidum ¢é a espécie que mais se
difere das demais espécies de Sapium devido ser a unica a apresentar bainha de fibras nas

nervuras secundarias.
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O outgroup G. klotzschiana e M. fistulifera sdo anatomicamente mais distantes de todas
as espécies estudadas, sobretudo G. klotzschiana que ficou posicionada separadamente, porém

mais proxima de Mabea fistulifera + Sapium + Stillingia peruviana.

4. Discussao

Foram evidenciados caracteres que permitem delimitar Sapium e Stillingia como
parénquima pali¢adico continuo na nervura central e feixes bicolaterais presentes em Stillingia
e ausentes em Sapium e caracteres que auxiliam na identificagdo, como a extensdo de bainha
nos feixes do mesofilo, presente apenas em Sapium pallidum. Além das caracteristicas citadas,
foram descritos caracteres que permitiram delimitar algumas espécies e corroborar segregacdes
baseadas em dados macromorfoldgicos dos dois géneros analisados (Cordeiro et al. 2018).

Sapium glandulosum (L.) Morong, destaca-se no género por ser a espécie de maior
amplitude de distribuicao geografica (Kruijt 1996), especialmente no Brasil, cuja ocorréncia ¢
registrada para quase todos os biomas (Cordeiro, 2017) e isso dificulta a sua determinagdo.
Sapium glandulosum ¢é frequentemente confundido com diferentes espécies do género, como
no caso de populagdes de S. sellowianum (Miill. Arg.) Klotzsch ex Baill cujas folhas sdo
semelhantes as de S. glandulosum (Cordeiro, 2017). Entretanto, os dados obtidos no presente
trabalho evidenciam diferencas anatdmicas relevantes entre esses dois taxons, como a presenca
de dentes marginais, mesofilo isobilateral e organizagdo do sistema vascular na nervura central
em arco aberto com extremidades convolutas em S. glandulosum, ao passo que em S.
sellowianum as margens sdo inteiras, o mesofilo ¢ dorsiventral e sistema vascular na nervura
central esta organizado em arco aberto sem extremidades convolutas. Algumas folhas de
Sapium glandulosum também sdo morfologicamente muito semelhantes as folhas de S.
laurifolium (A. Rich.) Griseb e S. haematospermum Miill. Arg. (Cordeiro, 2017). Embora essas
espécies exibam semelhangas anatomicas, o tipo de conformagdo do sistema vascular do
peciolo ¢ promissor para distinguir estes tdxons. Embora a localizagdo dos estdmatos na folha,
a presenca de papilas epidérmicas também sejam caracteres distintivos, eles podem ser
alterados de acordo com o ambiente o que os torna secundarios na identificacao.

Outra espécie frequentemente confundida com S. glandulosum seria S. obovatum que
também apresenta grande plasticidade fenotipica em suas populacdes (Cordeiro, 2017).
Anatomicamente, estas espécies podem ser distintas pelas folhas hipoestomaticas, presenca de
dentes marginais, organizacao do sistema vascular do peciolo em arco aberto sem extremidades

convolutas, drusas proximas as nervuras (observado em material diafanizado) e no cortex da
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nervura central e veias de terminacdo livre com terminais simples em S. glandulosum, versus
folhas anfiestomaticas, auséncia de dentes, organizagao do sistema vascular do peciolo em arco
aberto com extremidades convolutas, drusas presentes apenas proximas ao floema na nervura
central e veias de terminacao livre com esclereides altamente ramificados em S. obovatum.

Varia¢des morfologicas nos nectarios acropeciolares dificultam a distingdo de Sapium
ciliatum Hemsl. e S. paucinervium Hemsl. (Cordeiro, 2017). Entretanto, a presenca/auséncia de
dentes marginais e as diferencas na organizacdo do sistema vascular da nervura central
permitiram distinguir os dois tdxons com facilidade. O mesmo ocorre entre S. sceleratum Ridl.
e S. argutum (Mill. Arg.) Huber, cuja semelhanga no tipo de nervagdo foliar e calice tem
representado empecilhos na sua distingdo (Cordeiro, 2017; Cordeiro et al., 2018). Mas, o padrao
anatomico dos nectarios florais (cupuliformes ou reduzidos avasculares), tipo de mesofilo e
conformagao do sistema vascular do peciolo (um feixe continuo ou varios feixes) sao relevantes
para diferenciar as espécies.

Com relagdo a nervura mediana, tanto o contorno quanto a conformacgdo do sistema
vascular apresentam padrdes relevantes para estudos taxonomicos em Euphorbiaceae. Sua
utilidade em estudos evolutivos pode ser explorada, especialmente em espécies de Crofon
(subfamilia Crotonoideae), cuja distingdo de tdxons se deu de forma clara, como € o caso do
contorno biconvexo e sistema vascular em arco aberto com feixes colaterais sem extremidades
convolutas em C. hirtus e C. lobatus, diferindo de C. zambesicus, com contorno concavo
convexo e sistema vascular em arco aberto com feixes colaterais e extremidades convolutas
(Nichodemus & Ekeke, 2020). O sistema vascular em arco aberto com feixes colaterais sem
extremidades convolutas também foi reportado para Acalyphoideae, em Acalypha (Borkar et
al., 2020) e Euphorbioideae em Euphorbia (Kalaskar et al., 2017; Acharya & Vaidya, 2017).
Esses padrdes anatomicos na nervura também ocorrem em Sapium e Stillingia (com
predominancia do sistema vascular em arco aberto sem extremidades convolutas), sem
nenhuma evidéncia que justifique relagcdes supragenéricas. Apesar do contorno plano convexo
ser predominante em Stillingia, S. peruviana e S. spinulosa apresentam o tipo biconvexo,
comum para Sapium e outgroups, determinando esse caractere apenas para distingdo de taxons.

Apesar do feixe bicolateral na nervura central das folhas ser uma caracteristica incomum
em Euphorbiaceae, trata-se de um caractere observado em Alchornea Sw. (Rogas et al., 1997)
e Euphorbia L. (Naseh, 2016). O sistema vascular bicolateral foi pontual para destacar Stillingia
linearifolia e Stillingia spinulosa dos demais tdxons avaliados, os quais possuem feixes
bicolaterais e justificou o seu agrupamento no dendrograma. Da mesma forma, a presenca de

parénquima pali¢ddico continuo na face adaxial da nervura central presente em Stillingia
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(exceto S. peruviana) difere o género do grupo Sapium + Stilingia peruviana + Gymnanthes +
Mabea. Parénquima paligadico continuo na nervura mediana foi relatado para espécies de
Croton das se¢des Cyclostigma e Adenophylli e foi um dos caracteres que distinguiu as espécies
de Croton das secdes Cupreati e Sampatik (Feio et al., 2018).

O mesofilo do tipo dorsiventral, comum em Euphorbiaceae (Rdgas et al., 1997; Fiser
Pecnikar et al., 2012; Christodoulakis et al., 2015), geralmente ¢ utilizado para identificar
espécies (de Sa-Haiad et al., 2009; Cervantes et al., 2019, Cunha et al., 2014). As variagdes na
quantidade, densidade e distribuicao do tecido parenquimatico sdao influenciadas por fatores
ambientais e devem ser discutidas sob uma perspectiva ecologica (Sultan, 2000; Saska et al.,
2021). Em nossos estudos o mesofilo dorsiventral foi predominantemente observado, entretanto
foram descritas trés variagdes do mesofilo dorsiventral e cinco variagdes no mesofilo
isobilateral, o que ¢ util na identificag@o de espécies dentro do mesmo género. Similar a isso, a
presenga de extensdo de bainha nos feixes do mesofilo foi um caractere observado apenas em
Sapium pallidum, o que o difere de todas as outras espécies analisadas. Extensao de bainha foi
reportada em Croton nas se¢oes Cyclostigma e Cupreati, diferente do observado nas sec¢des
Adenophylli e Sampatik onde os feixes do mesofilo ndo possuem extensao de bainha (Feio et
al., 2018), evidenciando esta caracteristica como relevante para a taxonomia de Euphorbiaceae.

As inclusdes minerais de oxalato de célcio, especialmente os cristais prismaticos e
drusas sdo muito comuns em Euphorbiaceae e suas aplicagdes na taxonomia da familia sdo
limitadas, devido a hipotese de que estes podem variar com o ambiente (Metcalfe e Chalk,
1983) e a sua ampla ocorréncia entre os taxons (Cunha Neto et al., 2014) pode ndo fornecer
padrdes que justifiquem a circunscri¢do de niveis taxondmicos iguais ou inferiores a géneros.
A ampla ocorréncia de drusas em Sapium e Stillingia corrobora essa limita¢do, no entanto, a
presenca de monocristais, pontualmente em Sapium marmieri € Gymnanthes klotzscchiana,
contribuiu para a delimitacdo dessas espécies. Outros tipos de cristais, os estiloides, sdo
relevantes pela ocorréncia restrita em clados de Euphorbiaeae, sendo apontados como
sinapomorfia para um grupo monofilético da subtribo Claoxylinae (Kabouw et al., 2008).
Assim, os cristais de oxalato de calcio devem ser tratados com cautela e podem representar
relevancia taxondmica, desde que sua ocorréncia e/ou tipo corrobore a delimitacdo de grupos
ou a distingao de espécies em Euphorbiaceae.

O peciolo representa uma regido da folha com consideravel contribuigcdo para estudos
taxondmicos, uma vez que, sofre poucas modificagdes em decorréncia das pressdes impostas
pelo ambiente (Metcalfe e Chalk, 1950). O contorno e a conformacao do sistema vascular no

peciolo representam caracteres uteis para circunscrever grupos em Euphorbiaceae, seja para
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caracterizar subgéneros, como ¢ o caso de Jatropha L. (Dehgan, 1982) ou para descrever segdes
em Manihot (Cunha Neto et al., 2014). Mesmo assim, ndo foram significativos para caracterizar
quaisquer grupos no presente estudo. Somente tiveram relevancia para distinguir espécies em
Sapium e Stillingia, consequentemente sendo utilizados nos passos da chave de identificacao
(Anexo 1 e 2).

Com relagdo as estruturas secretoras, o nectario cupuliforme presente nas margens
foliares e regido acropeciolar/basilaminar de Sapium o distingue dos outgroups, Mabea
fistulifera e Gymnanthes klotzschiana, que possuem nectario verruciforme. Embora as espécies
de Stillingia apresentem nectario verruciforme, S. uleana difere do género por apresentar o
mesmo padrao das espécies de Sapium, o nectario basilaminar/acropeciolar cupuliforme. Tanto
M. fistulifera quanto G. klotzschiana ndo apresentam nectarios cupuliformes
basilaminares/acropeciolares, diferindo das espécies de Stillingia. A ocorréncia e o tipo de
nectario sdo frequentemente mencionados em estudos taxondmicos em Euphorbiaceae
(Vitarelli et al., 2015) e podem corroborar estudos filogenéticos, como € o caso da semelhanca
estrutural nos nectérios foliares de Brasiliocroton e Croton corroborando a estreita relagao
filogenética entre esses géneros (Berry et al., 2005; Riina et al., 2014; Vitarelli et al., 2015) e a
auséncia de nectarios basilaminares/acropeciolares que caracteriza Croton sect. Lamprocroton
(Vitarelli et al., 2015). Pela primeira vez foram apontados caracteres anatdmicos dos nectarios
foliares relevantes para a taxonomia de Sapium e Stillingia e, que podem contribuir
sobremaneira com os estudos filogenéticos futuros.

Os dentes observados em todas as espécies estudadas foram classificados como tedides
por possuirem a nervura mediana do dente em dire¢do ao apice, sendo este encapuzado por uma
seta opaca decidua e relacionados a presenca de coléteres (Thadeo et al., 2008; Fernandes et al.,
2016; Rio et al., 2020). As cicatrizes observadas nos apices dos dentes reforcam a evidéncia da
presenca de coléteres caducos, isso devido a sua funcdo estar envolvida nos estagios iniciais do
desenvolvimento dos o¢rgaos (Fahn, 1979; Meira, Miranda & Coutinho, 2020). Em
Euphorbiaceae, estudos anatomicos foliares recentes reforcam a necessidade de investigar as
glandulas encontradas nos dentes foliares em Crofon, uma vez que a histoquimica e ontogenia
sdo cruciais para diferenciar nectarios de coléteres na folha, bem como identificar,
ineditamente, coléteres nas estipulas de Crofon glandulosum (Meira, Miranda & Coutinho,
2020). Como também observados nas margens foliares de Croton (Vitarelli et al., 2015; Meira,
Miranda & Coutinho, 2020), os coléteres encontrados nas espécies avaliadas nos sugerem que
sua secrecdo proteja as folhas em desenvolvimento contra a dessecacdao. Além disso, a presenca

e o tipo de coléteres contribuem para inferéncias taxonomicas (Fahn, 1979; Thomas, 1991) e,
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especialmente em Euphorbiaceae, os tipicos coléteres localizados nos dentes foliares (Vitarelli
et al., 2015) podem contribuir com as interpretagdes sobre as relagdes infrafamiliares, como ¢
o caso da distingao entre os géneros Acalypha (Acalyphoideae) e Croton (Crotonoideae) (Rios
etal., 2020), sendo no primeiro os coléteres marginais ausente, diferindo das espécies de Croton
cujos coléteres marginais sdo comuns. A presenca de cicatrizes nos dentes foliares das espécies
avaliadas de Sapium e Stillingia sugere que coléteres localizados nos dentes foliares surgiram
em diferentes grupos de Euphorbiaceae, pouco relacionados. As glandulas estruturalmente
semelhantes a esses coléteres descritas no género recém descoberto de Acalyphoideae, Bahiana
J.F.Carrion (Carrion et al., 2022), corrobora essa hipdtese. Além disso foram observados dois
tipos de coléteres, o tipo padrao, comum a familia Rubiaceae (Lersten, 1975; Lopes-Mattos et
al., 2015) em Stillingia uleana e o coléter com formato de cabega multicelular em Stillingia
peruviana, sendo este ultimo tipo, observado de forma similar na familia Gentianaceae, com
contribui¢gdes importantes para a taxonomia da familia (Dalvi et al., 2014; Zanotti et al., 2021,
Dourado et al., 2022).

Os laticiferos, estruturas secretoras comumente encontradas nas Euphorbiaceae,
fornecem interpretacdes taxonOmicas e evolutivas significativas, tais como o tipo (articulado
ou ndo articulado, ramificado ou ndo ramificado) e também quanto ao contetido (Mahlbrg,
1987; Fahn, 1979; Rudall, 1994). Isso devido a diversidade apontada para os diferentes grupos
da familia, especialmente em descobertas recentes (Demarco, 2013; Teixeira, 2020; Mouzella,
2020). Estudos ontogenéticos e histoquimicos sdo imprescindiveis nesses achados. Aqui, os
dados relativos aos laticiferos envolvem apenas a sua ocorréncia na folha, dada a predominancia
de amostras oriundas de exsicatas e sua consequente limita¢do nos testes histoquimicos e nos
estudos ontogenéticos. Mesmo assim, nossos achados reforgam os laticiferos como marcadores
taxondmicos para Hippomaneae (Wurdack et al. 2005), tendo em vista a presenga em todas as
espécies analisadas. Além disso, a ocorréncia de laticiferos nos tecidos nectariferos das espécies
estudadas sugere que algum constituinte do latex pode fazer parte da composicao do néctar,
como ja relatado para Croton (Vitarelli et al., 2015) e Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.)

Miill. Arg. (Fahn, 1979).

5. Conclusao

Caracteres como sistema vascular bicolateral, parénquima palicadico continuo na

nervura central, extensdo de bainha nos feixes vasculares e localizagdo de cristais na lamina,
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dentre outras combinacdes de caracteres sdo Uteis para distinguir os géneros avaliados, bem
como distinguir as espécies de Sapium, que sdo confundidas morfologicamente.

Grande parte dos caracteres anatdomicos elencados auxiliam a identificagcdo ao nivel de
espécie e sdo relevantes para a resolugdo dos problemas taxondmicos em Hippomaneae,
especialmente quanto aos géneros Sapium e Stillingia, os quais apresentam inconsisténcias na
identificacdo. A similaridade anatomica entre Stillingia peruviana e as espécies de Sapium
devem ser consideradas para auxiliar na realizagdo de trabalhos sobre a sistematica do grupo
avaliar o posicionamento desta espécie.

Mesmo com os esfor¢os para distinguir Sapium e Stillingia, com dados morfologicos e
anatomicos, ainda sdo necessarios estudos moleculares para estabelecer a circunscri¢ao dos dois

géneros e sua relacdo sistematica com as demais Hippomaneae.
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FIGURAS

Figura 1. Descricdo anatomica da lamina foliar de Sapium, Stillingia e Mabea (cortes
transversais corados com azul de toluidina). A. Mesofilo isobilateral de Sapium sceleratum
mostrando uma camada de colénquima na margem foliar. B. Parénquima paligadico continuo e
auséncia de colénquima na margem foliar de Stillingia uleana. C. Mesofilo dorsiventral, note
o contetido fenolico nas células epidérmicas de Sapium marmieri. D, E. Mesofilo isobilateral
de Stillingia linearifolia, note o parénquima pali¢adico continuo na margem em detalhe (E). F,
G. Mesofilo dorsiventral de Mabea fistulifera, observe o conteido fendlico nas células
epidérmicas (asterisco) e drusas no parénquima clorofiliano. H, I. Mesofilo dorsiventral de
Sapium pallidum com parénquima pali¢ddico ocupando 2/3 do mesofilo e em detalhe (I) a
extensao de bainha no feixe vascular. J-O. Nervuras centrais em Sapium e Stillingia. J. Sapium
glandulosum com parénquima paligadico interrompido por colénquima e feixe vascular
colateral organizado em arco aberto continuo. K, L. Stillingia argudentata. Parénquima

palicadico continuo e feixe vascular do tipo colateral organizado em arco aberto com feixes



41

separados por parénquima, note os laticiferos por entre as células parenquimaticas do cortex
(L). M. Feixe bicolateral e calota de fibras de 4-10 camadas em Stillingia spinulosa. N. Feixe
vascular colateral organizado em arco aberto com extremidades convolutas em Sapium
laurifolium. O. Variagdo anatomica do feixe vascular em arco aberto com extremidades
convolutas em Sapium marmieri. ba=bainha, c= colénquima, d= drusa, e= epiderme, es=
estomato, f= floema, fe= fenol, fi= fibras, fv= feixe vascular, la= laticifero, pp= parénquima

paligadico, pl= parénquima lacunoso, tt= tricoma tector, x= xilema. Barras = 100 um.
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Figura 2. Margens foliares diafanizadas de Sapium. A. Dente tedides em S. argutum. B.
Aparente cicatriz em S. ciliatum. C. Dente tedides em S. glandulosum. D. Dente tedides em S.
haematospermum. Note a aparente cicatriz no apice do dente, também observada em H, I e J.
E. Cicatrizem S. laurifolium. F. Cicatriz em S. marmieri. G. Cicatriz em S. obovatum. H. Dente
teoides em S. pallidum. 1. Dente tedides em S. paucinervium. J. Dente tedides em S. sceleratum.

K. Cicatriz em S. sellowianum. Colora¢ao em fuccina alcoolica. Barras = 300 um.
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Figura 3. Margens foliares diafanizadas de Stillingia (A — G), Gymnanthes klotzschiana (H) e
Mabea fistulifera (I) mostrando dentes tedides e/ou cicatrizes. A. Dente tedides em S.
argudentata. B. Aparente cicatriz de coléter em S. dichotoma. C. S. linearifolia com cicatriz na
margem (detalhe). D. Dente tedides com cicatriz em S. peruviana. E. S. saxatilis. F. S.

trapezoidea. G. S. uleana. H. G. klotzschiana. 1. M. fistulifera. Barras = 300 um.
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Figura 4. Padrio dendritico das ramificagdes da venacdo visualizadas em amostras
diafanizadas das espécies estudadas, exceto em Mabea fistulifera que possui padrdo dicotomico
(T). A. Sapium argutum. B. Sapium ciliatum. C. Sapium glandulosum. D. Sapium
haematospermum. E. Sapium laurifolium. F. Sapium marmieri. G. Sapium obovatum. H.
Sapium pallidum. 1. Sapium paucinervium. J. Sapium sceleratum. K. Sapium sellowianum. L.
Stillingia argudentata. M. Stillingia dichotoma. N. Stillingia linearifolia. 0. Stillingia
peruviana. P. Stillingia saxatilis. Q. Stillingia trapezoidea. R. Stillingia uleana. S. Gymnanthes

klotzschiana. T. Mabea fistulifera. Celeractofaeceinaaleodhea: Barras = 300 um.
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Figura 5. Padrdo simples (A — E, [ - K, N, O, S) nas terminagdes vasculares livres das aréolas
nas espécies amostradas visualizadas em diafanizacdes, com idioblastos traquedides (L, M, P,
Q, R) e com esclereides altamente ramificados (F — H). A. Sapium argutum. B. Sapium ciliatum.
C. Sapium glandulosum. D. Sapium haematospermum. E. Sapium laurifolium. F. Sapium
marmieri. G. Sapium obovatum. H. Sapium pallidum. 1. Sapium paucinervium. J. Sapium
sceleratum. K. Sapium sellowianum. L. Stillingia argudentata. M. Stillingia dichotoma. N.
Stillingia linearifolia. O. Stillingia peruviana. P. Stillingia saxatilis. Q. Stillingia trapezoidea.
R. Stillingia uleana. S. Gymnanthes klotzschiana. T. Mabea fistulifera—Celeracio—fueeina
aleedlea. Barras = 100 pm.
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Figura 6. Distribui¢do de cristais (A — C) e anatomia da base da 1amina foliar (E, F) e do peciolo
(D, G —J) nas espécies analisadas. A. Drusas dispersas por toda a lamina foliar de Sapium
sceleratum. B. Drusas dispersas proximas aos feixes de maior e menor calibre em Sapium
haematospermum e em detalhe sob luz polarizada na regido da nervura de maior calibre (C). D.
Peciolo de Sapium sceleratum em corte transversal evidenciando o formato concavo convexo.
E, F. Base foliar das espécies sésseis Stillingia uleana (E) e S. spinulosa (F). G. Detalhe dos
feixes vasculares do tipo colateral em Sapium sceleratum organizados em arco aberto. H.
Detalhe dos feixes vasculares bicolaterais de Stillingia spinulosa. 1. Sapium haematospermum
mostrando feixe vascular colateral organizado em arco aberto sem extremidades convolutas e
feixes separados por parénquima. J. Sapium marmieri com feixe vascular colateral organizado
em arco aberto com extremidades convolutas e feixes separados por parénquima. Coloragdo
fuccina alcodlica (A e B) e azul de toluidina (D - J). d= drusas, f= floema, fi= fibras, If= lamina

foliar, nc= nervura central, x= xilema. Barras = 300 um.
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Figura 7. Nectarios observados na margem foliar das espécies dos géneros analisados.

Nectarios vascularizados cupuliformes (A - F) e verruciformes (G — O). A, B, C. Nectario de
Sapium marmieri composto por uma epiderme em paligada e parénquima nectarifero, ambas
com c¢lulas de compostos fenolicos. Note o exsudado (asterisco) em azul (B). D, E, F. Nectario
de Stillingia uleana também composto por uma epiderme em palicada e parénquima nectarifero.
G, H, L. Nectario verruciforme em Stillingia argudentata composto por epiderme em paligada
e parénquima nectarifero. Note a cuticula distendida pelo acimulo de secre¢ao (asterisco) (H)

e a alta vascularizacdo da glandula (I). J, K, L. Nectdrio presente em Mabea fistulifera,
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composto por epiderme em paligada e parénquima nectarifero. M, N, O. Nectario de
Gymnanthes klotzschiana composto por epiderme em palicada com contetido fendlico nas
células mais externas e parénquima nectarifero. Coloracao azul de toluidina (A, B, D, E, G, H,
J, K, M, N) e fuccina alcodlica (C, F, I, L, O). ct= cuticula, d= drusa, ep= epiderme em paligada,
fe= fenois, fv=feixe vascular, la= laticifero, p= poro, pn= parénquima nectarifero. Barras = 200

pm.
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Figura 8. Tipos de nectérios acropeciolares/basilaminares observados nos géneros analisados.
A, B, C. Par de nectarios acropeciolares em Sapium pallidum, com formato cupuliforme,
epiderme em palicada e contetdo fendlico no parénquima nectarifero. D, E, F. Par de nectarios
basilaminares em Sapium sellowianum. G, H. Par de nectérios avascularizados, reduzidos em
Sapium marmieri, compostos por um pequeno conjunto de células fenolicas. I. Papilas
epidérmicas (seta) no nectario acropeciolar de Sapium haematospermum. J, K, L. Nectario
basilaminar verruciforme em Stillingia peruviana composto por epiderme e parénquima

nectarifero bem delimitado por células secretoras com aparente conteudo fendlico. M, N, O.
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Nectario acropeciolar em Stillingia argudentata composto por epiderme em palicada e um
extenso parénquima nectarifero. E facilmente observada a distensio da cuticula causada pelo
acumulo de secrecdo (asterisco) no espago subcuticular. Coloragdo azul de toluidine (A — C, E
— I, K- 0) e fuccina alcodlica (D e J). ct= cuticula, ep= epiderme em pali¢ada, f= floema, fe=
fenodis, fv= feixe vascular, la= laticifero, 1f= lamina foliar, n= nectério, pe= peciolo, pn=

parénquima nectarifero, x= xilema. Barras =200 um.
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Figura 9. Caracterizagao dos laticiferos e dos coléteres. A. Laticifero presente no mesofilo de
Mabea fistulifera. B. Laticiferos articulados na nervura central em corte longitudinal de Sapium
haematospermum. C. Corte longitudinal do peciolo de Stillingia uleana mostrando laticifero
articulado. D. Coléter presente na margem de Stillingia peruviana composto por uma cabeca
secretora multicelular. E. Coléter do tipo padrao em Stillingia uleana, composto por um eixo
parenquimatico recoberto por uma epiderme secretora em palicada. F. Aparente cicatriz de
coléter na margem de Stillingia dichotoma. Coloragdo azul de toluidina. ci= cicatriz, ep=
epiderme em palicada, ex= eixo parenquimatico, la= laticifero, pe= pedinculo, pl= parénquima

lacunoso, pp= parénquima pali¢adico. Barras =200 um.
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ANEXOS

1. Chave anatémica de identificacdo para Sapium.

1-Nectario cupuliforme acropeciolar/basilaminar-- - ---2
1’- Auséncia de nectério cupuliforme acropeciolar/basilaminar ---------- Sapium argutum
2-Nectario acropeciolar avascularizado ---Sapium marmieri
2’- Nectario acropeciolar vascularizad----=--===========m e oo 3
3- Presenga de papilas epidérmicas --- 4
3’- Auséncia de papilas epidérmicas - 8

4-Sistema vascular da nervura central em arco aberto com extremidades convolutas----5

4’- Sistema vascular da nervura central em arco aberto sem extremidades convolutas---6

5- Folha hipoestomatica- Sapium ciliatum
5’-Folha anfiestomatica Sapium laurifolium
6- Mesofilo com extensao de bainha nos feixes vasculares---------------- Sapium pallidum
6’- Mesofilo sem extensdo de bainha nos feixes vasculares --- 7
7- Folha hipoestomatica- Sapium paucinervium
7’- Folha anfiestomatica Sapium haematospermum

8- Sistema vascular do peciolo em arco aberto com extremidades convolutas

--- Sapium obovatum

8’- Sistema vascular do peciolo em arco aberto sem extremidades convolutas---------- 9
9- Margem foliar denteada --- --Sapium glandulosum
9’- Margem foliar sem dentes--------- --Sapium sellowianum

2. Chave anatomica de identificaciao para Stillingia.

1- Parénquima paligadico interrompido na nervura central------------ Stillingia peruviana

1’- Parénquima pali¢édico continuo na nervura central------------- 2

2- Sistema vascular bicolateral - - --3



2’- Sistema vascular colateral 4
3-Veias de terminacao livre com terminais simples-------------------- Stillingia linearifolia
4- Mesofilo isobilateral Stillingia spinulosa

5- Drusas no peciolo--- Stillingia trapezoidea
5’- Auséncia de drusas no peciolo--- 5

6- Sistema vascular do peciolo em arco aberto com as extremidades convolutas--------- 6
6’- Sistema vascular do peciolo em arco aberto sem as extremidades convolutas--------- 7
7- Parénquima pali¢ddico continuo na margem----------------------- Stillingia argudentata
7’- Parénquima palicadico interrompido na margem-------- Stillingia dichotoma
8- Nectario cupuliforme- Stillingia uleana

8’- Nectario verruciforme------ Stillingia saxatilis
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3. Quadros e Tabelas

Tabela 1. Lista de espécimes analisados.

Espécime

Voucher

Coletor / Ano

Local de coleta

Determinador /
Ano

Sapium argutum HUEFS 119458  Conceigdo, A.A. 2091 (2007) Caminho Caturama para Mateus., Paramirim, *(2020)
(Miill. Arg.) Huber Babhia, Brasil (Caatinga)
PEUFR 40654 A. Laurénio; A.P.S. Gomes 2057 Fazenda Izabel Dias (Proprietario Jodo Bezerra), =~ W. Cordeiro
(2003) Pesqueira, Pernambuco, Brasil (2017)
HUEFS 160442  Almeida, V.S. 32 (2009) Comunidade Baixa dos Quelés, ca. 23 km de W. Cordeiro
Jeremoabo, 351 Km de Salvador., Jeremoabo, (2016)
Bahia, Brasil (Area de transigdo caatinga e
cerrado)
Sapium ciliatum IAN 18091 Pires, JM; Black, GA 1111 (1946) Sao Miguel do Guama, Para, Brasil *(2021)
Hemsl. IAN 18090 Pires, JM; Black, GA 1110 (1946) Sado Miguel do Guama4, Pard, Brasil *(2021)
Sapium glandulosum HUEFS 66896 Folli, D.A. 4094 (2001) Reserva Natural da CVRD., Linhares, Bahia, I. Cordeiro
(L.) Morong Brasil (Varzea Periodicamente Inundavel) (2014)
HUEFS 35022 Silva, M.M.da 126 (1998) Trilha da Cachoeira do Fraga., Rio de Contas, 1. Cordeiro
Bahia, Brasil (2014)
HUEFS 63148 Stannard, B. PCD 5294 (1997) Baixa Grande, caminho para Pajeti do Vento., 1. Cordeiro
Caetité, Bahia, Brasil (Caatinga) (2014)
Sapium HUEFS 86158 Christenson, G.M. 1165 (1979) Chapada dos Guimaraes., Conde, Bahia, Brasil *(2020)
haematospermum HUEFS 133339  Arbo, M.M. 9427 (2006) Parque Nacional Mburucuya, Potrero 2 chico *(2020)
Miill. Arg. embarcadero., Mburucuya, Corrientes, Argentina
BHCB 79704 Viana, P.L. 376 (2001) Serra da Calgada, Retiro das Pedras., *(2020)
Brumadinho, Minas Gerais, Brasil
Sapium laurifolium MO 6700074 Morales 10550 (2004) *(2020)
(A. Rich.) Griseb. IAN 20158 Ducke, A 2024 (1946) Boca do Solimdes, terras cultivadas da margem *(2021)
do rio., Parana do Muquita, Amazonas, Brasil
IAN 16150 Froes, RL 20387 (1945) Paraiso., Gurup4, Para, Brasil *(2021)
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Sapium marmieri SP 291941 Froes, RL 20614 (1945) Fonte Boa, Amazonas, Brasil (terra firme, mata)  * (2020)
Huber
Sapium obovatum IAC 5219 A.S. Lima s/n° (1939) Fazenda Campo Grande, Campinas, Sao Paulo, D.A. Braz (2013)
Klotzsch ex Miill. Brasil
Arg. CEN 1864 Antonio Costa Allem 1664 (1978) Varzea Comprida., POCONE, MT, Brasil B. M. T. Walter
(2014)
HUEFS 132351  Neto, L. A. 785 (1998) Proximo as margens do corrego do Barbado., W. Cordeiro
Cuiaba, Mato Grosso, Brasil (2016)
Sapium pallidum HERBAM Milliken, W. 4234 Parque Estadual do Xingu, Mato Grosso, Brasil. W, Cordeiro
(Miill. Arg.) Huber 509824 2016
SP 212755 Romaniuc Neto, S; Toledo, CB; Sajo,  Ilha Sete de Setembro, Rond6nia, Brasil (Mata. Pscheidt, AC
MG; Silva Filho, NL; Scaff, F; Margem do rio Machado) (2009)
Barbosa, LM 585 (1986)
SP 328411 Sousa Silva, S; Lemos, J; Dambros, Sdo Miguel do Araguaia, Goias, Brasil (mata de W. Cordeiro
LA 36 (1996) galeria, ocorrendo nas areias da praia) (2016)
Sapium IAN 142053 A. Ducke 20806 Mata em parte secundaria da terra firme da *(2021)
paucinervium estrada do Mamaura., Obidos, Para, Brasil
Hemsl. IAN 11779 Archer, WA 8433 (1943) Morro do Chapéu de Sol, 10k N da fazenda *(2021)
Urucurituba, Rio Tapajos, Para, Brasil
IAN 71637 Pires, JM 4032 (1952) Alto Tapajos, Vila Nova, perto da cacjoeira do *(2021)
Chacorido, terra firme. Para, Brasil
Sapium sceleratum HUEFS 22531 Thomas, W.W. 9645 (1993) Juazeiro, Bahia, Brasil *(2020)
Ridl. PEUFR 18042 S.I. Silva 502 (1994) Pernambuco, Brasil *(2020)
HUEFS 122857 Miranda, A.M. 3273 (1999) Forte de Sao Pedro., Fernando de Noronha, **(2020)
Pernambuco, Brasil
Sapium sellowianum  SPF 84318 Hoehne, W s.n. (1932) Cidade Jardim., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil Pscheidt, AC
(Miill. Arg.) (2010)
Klotzsch ex Baill. SPF 84315 Joly, AB 169 (1945) Campus do Butanta., Sdo Paulo, Sdo Paulo, Pscheidt, AC
Brasil (2010)
SPF 112701 Rossi, L 149 (1979) Reserva da CUASO, Mata de Reserva da Cidade  Pscheidt, AC
Universitaria Armando Salles de Oliveira - USP.  (2010)

Area 2., S3o Paulo, Sdo Paulo, Brasil
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Stillingia

argutedentata Jabl.

BHCB 190434

Azevedo, LO; Paula, LFA de; Mauad,
LP; Porembski, S 456 (2016)

Pedra do Kaladao, Carlos Chagas, Minas Gerais,
Brasil

MBML 37292 L. Kollmann; A.P. Fontana, C. Esgario  Sao Jodo do Sul, Corrego do Ouro, Faz. Sempre Fraga &
& E.Leme 11564 (2009) Viva, Guaratinga, Bahia, Brasil Kollmann (2016)
MBML 39370 L. Kollmann; & E. Leme 11791 (2009) Ecopodranga, Barra de Sao Francisco, Espirito Fraga &
Santo, Brasil Kollmann (2016)
Stillingia dichotoma  RB 598358 Forzza, R. C. 7752 Monumento Natural do Pontdes Capixabas, Cordeiro, 1
Miill. Arg. Espirito Santo, Brasil (inselberg com capoes de
mata na base e no topo)
MBML 44940 L. Kollmann; A.P.Fontana, C.N.Fraga, Pedra da Onga, Santa Teresa, Espirito Santo, Fraga &
E,J, de Lirio & V. Sarnaglia 12574 Brasil Kollmann (2016)
(2013)
Stillingia linearifolia  SP 34668 Epling, C; Robinson, W s.n. (1932) Barret, San Diego, California, Estados Unidos
S. Watson
Stillingia peruviana ~ SP 350242 D.J.Rogers. Florida, Santa Cruz, Bolivia (areas abertas de Nee, M (1999)
D.J. Rogers pastagens e lavouras, antiga floresta)
Stillingia saxatilis BHCB 131925 Mota, NFO; Viana, PL; Perillo, LN; Pico da Formosa, Base do pico., Monte Azul,
Miill. Arg. Carmo, FF; Freitas, GHS; Jorge, TB; Minas Gerais, Brasil

Leopoldo, BF 1450 (2009)

SP 261977 Amorim, AM; et al. 1027 (1993) Morro do Chapéu, Bahia, Brasil (Campo Cordeiro, 1
rupestre)
SP 311441 Stannard, BL; et al. H52740 (1992) Campo da Mutuca, Abaira, Bahia, Brasil (Solo Cordeiro, 1
arenoso, entre rochas)
Stillingia spinulosa SP Epling, C; et al. 28 (1930) Mohave Desert, Slate Mountains California, Cordeiro, 1
Torr. Estados Unidos (2004)
Stillingia SP 384381 Souza, JP; et al. 4832 (2005) Morro do Chapéu, Bahia, Brasil (Caatinga) Cordeiro, |
trapezoidea Ule (2006)
PEUFR 51337 S.M.A. Souza; A.S.A. Alves, M.A.ILL. Paraiso Selvagem, Serra de Jerusalém - Vale do S.M.A. Souza
Carvalho, E.L. Nascimento, M.F. Sales Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil (2011)
(2011)
PEUFR 51341 S.M.A. Souza; A.LLF.B. Lima, L. Serra de Jerusalém, Buique, Pernambuco, Brasil S.M.A. Souza
Lima, A.S.A. Alves, J.S. Santos 51 (2011)

(2011)
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Stillingia uleana Pax PEUFR 53310 S. Sousa Silva; L. A. Dambros; E. C. Projeto Sistematizagdao IBGE; Estrada R. A. Pereira-
& K. Hoffm. Freire; M. M. Santos 627 (2015) Andarai/Mucegé (BA-142), Andarai, Bahia, Silva (2015)
Brasil
SP 364413 Forzza, RC; et al. 1335 (1999) Itaitu, Cachoeira do Véu da Noiva. Jacobina, Cordeiro, |
Babhia, Brasil (campo pedregoso) (2004)
BHCB 46947 Cordeiro, I; Mello-Silva, R de Vale do riacho Ribeirdo., Grao Mogol, Minas
CFCR10050 (1986) Gerais, Brasil
Mabea fistulifera VIC 28168 Lopes, W.P. de 366 (1997) Parque Estadual do Rio Doce (PERD), Marliéria,  Silva, A.F.;
Mart. Minas Gerais, Brasil Lopes, W.P.
(1997)
VIC 14449 Silveira, R.G.; Lisboa, M.L.G. s.n. Mata do Morro do Redentor, Juiz de Fora, Minas  Meira Neto,
(1993) Gerais, Brasil JLAA.
VIC 26663 Valente, G.E. 907 (2002) Alameda Roystonea, No platé do morro, proximo Valente, G.E.
a torre perto do Castelo Antonio Chequer., (2002)
Vicosa, Minas Gerais, Brasil
Gymnanthes IAC 30798 L.C. Bernacci & P.R.P. Andrade 1930  Parque Jambeiro, Campinas, Sao Paulo, Brasil Oliveira, L. S. D.
klotzschiana (1995) (2014)
IAC 29426 S.L. Jung-Mendagolli; C.A.F. Pinto- Represa 1, Vinhedo, Sdo Paulo, Brasil Oliveira, L. S. D.
Maglio; P.R.P. Andrade & A.M.C. (2014)
Silva 694 (1994)
PEUFR 51460 G.0. Romao; C.D. Rodrigues, A.P.T. Bom Jesus, Rio Grande do Sul, Brasil L.S.D.de
Dantas 1833 (2006) Oliveira (2012)

Quadro 1: Diversidade de estruturas secretoras em Sapium, Stillingia, Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera.

A acropeciolar, B basilaminar, M margem, + presenga, ++ abundantemente notavel, ++/+ abundantemente notavel em alguns individuos e presente em outros.
Espacos vazios representam auséncia do caractere.

58



Margem foliar Regifo acropeciolar/ basilaminar Laticiferos
Espécies Nectario Nectario Par de Par de Par de Parénquima nectarifero
cupuliforme | verruciforme | Coléteres nectarios nectarios nectarios | Peciolo | Mesofilo | Nervura M B
cupuliformes | verruciformes | reduzidos central
Sapium argutum + + +(A) + ++/+ + +
S. ciliatum + + +(A) + + + + +
S. glandulosum + + +(A) + + T + T
S. haematospermum + + +(A) ++/+ + ++/+ + +
S.laurifolium + + +(A) + + + + +
S. marmieri + + +(A) + n ++ T
S. obovatum + + +(A) + + ++/+ + +
S.pallidum + + +(A) + + ++/+ + +
S. paucinervium + + +(A) + + + + T
S. sceleratum + + +(A) + + ++/+ + +
S. sellowianum + + + (B) + + + + +
Stillingia + + +(A) + + T+ n T
argudentata
S. dichotoma + + + (B) + + + + +
S. linearifolia + n + T
S. peruviana + + (B) + + ++ +
S. saxatilis + + + (B) + + ++ + T
S. spinulosa + + + +
S. trapezoidea + + i ++
S. uleana + + + (B) + + ++ + T
Gymnanathes + + + n +
klotzschiana
Mabea fistulifera + + + + T T

Quadro 2: Caracteres da epiderme ¢ margem foliar de Sapium, Stillingia, Gymnanthes klotzschiana ¢ Mabea fistulifera.
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Estomatos Papilas na epiderme Margem foliar
Espécies Tricomas
tectores Nervura Nectario Nectario
A H central Margem acropeciolar | Colénquima | Parénquima Dentes Cicatriz
/basilaminar paligadico
continuo

Sapium argutum + + +
S. ciliatum + +/- + +
S. glandulosum + + +
S. haematospermum + + + +
S.laurifolium + +/- + + +
S. marmieri + + (AB) + +
S. obovatum + + +
S.pallidum + + + +
S. paucinervium + + (AD) + +
S. sceleratum + + + +
S. sellowianum + + +
Stillingia argudentata + + + +
S. dichotoma + + +
S. linearifolia + + +
S. peruviana + + +
S. saxatilis + + + +
S. spinulosa + + + +
S. trapezoidea + + +
S. uleana + + + +
Gymnanathes klotzschiana + +
Mabea fistulifera + + + (AB) + +

A anfiestomatica, H hipoestomatica, AB face abaxial, AD face adaxial, + presenga, +/- presente em alguns individuos e ausente em outros. Espacos vazios
representam auséncia do caractere.



Quadro 3: Caracteres do mesofilo de Sapium, Stillingia, Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera.

Isobilateral Dorsiventral
Tipico | PP menos 2 camadas 2 camadas de 2-3 camadas | 2 camadasde | Tipico 2-3 PP tomando | Mesofilo com
desenvol- de PP na PP na face AD | de PP na face | PP na face AD camadas | mais de 50% extensdo de
Espécies vido na face ADel | e2 camadas de ADe?2 e AB, sendo a de PP do mesofilo bainha nos
face AB camada PP menos camadas de mais interna feixes
pouco desenvolvido PP menos menos vasculares
desenvolvida na AB desenvolvido desenvolvida
na AB na AB
Sapium argutum +
S. ciliatum +
S. glandulosum +
S. haematospermum +
S.laurifolium +
S. marmieri +
S. obovatum +
S.pallidum + +
S. paucinervium +
S. sceleratum +
S. sellowianum +
Stillingia argudentata +
S. dichotoma +
S. linearifolia +
S. peruviana +
S. saxatilis +
S. spinulosa +
S. trapezoidea +
S. uleana +
Gymnanathes +
klotzschiana
Mabea fistulifera +

AB face foliar abaxial, AD face foliar adaxial, PP parénquima pali¢adico, + presenca, +/- presente em alguns individuos e ausente em outros. Espagos
vazios representam auséncia do caractere.
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Quadro 4: Caracteres da nervura central de Sapium, Stillingia € Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera.

Formato Feixes Organizacio do sistema vascular Parénquima palicadico na face adaxial
Biconvexo Plano Colaterais | Bicolaterais Arco aberto sem Arco aberto com Interrompido Continuo
Espécies convexo extremidades extremidades
convolutas convolutas
Sapium argutum + + + +
S. ciliatum + + + +
S. glandulosum + + + +
S. haematospermum + + + +
S.laurifolium + + + +
S. marmieri + + + +
S. obovatum + + + +
S.pallidum + + + +
S. paucinervium + + + +
S. sceleratum + + + +
S. sellowianum + + + +
Stillingia argudentata + + +
S. dichotoma + + + +
S. linearifolia + + + +
S. peruviana + + +
S. saxatilis + + + +
S. spinulosa + + + +
S. trapezoidea + + + +
S. uleana + + + +
Gymnanathes + + + +
klotzschiana
Mabea fistulifera + + + +

+presenca. Espacgos vazios representam auséncia do caractere.
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Quadro 5: Caracteres do peciolo de Sapium, Stillingia, Gymnanthes klotzschiana € Mabea fistulifera

Formato Tipo de feixes Organizacio do sistema vascular
Concavo Plano Peciolo | Colateral Bicolateral Arco aberto Arco aberto Feixes Feixe continuo
Espécies convexo | convexo | ausente sem com separados por
extremidades | extremidades parénquima
convolutas convolutas
Sapium argutum + + + +
S. ciliatum + + +
S. glandulosum + + + +
S. haematospermum + + + +
S.laurifolium + + + +
S. marmieri + + + +
S. obovatum + + + +
S.pallidum + + + +
S. paucinervium + + + +
S. sceleratum + + +
S. sellowianum + + + +
Stillingia argudentata + + + +
S. dichotoma + +
S. linearifolia + + + +
S. peruviana + + + +
S. saxatilis + + + +
S. spinulosa + + + +
S. trapezoidea + + + +
S. uleana + + + +
Gymnanathes klotzschiana + + + +
Mabea fistulifera + + + +

+ presenca. Espacos vazios representam auséncia do caractere.
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Quadro 6: Presenca e disposicao de cristais nas folhas de Sapium, Stillingia, Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera.

Drusas Monocrostais
Dispersas em Dispersas Cortex da Floema da Mesofilo | Peciolo Parénquima
toda lamina proximas as nervura nervura nectarifero/subnectarifero
Espécies foliar* nervuras* mediana mediana Nectério Nectario
acropeciolar | da margem
/basilaminar
Sapium argutum + + + + + T
S. ciliatum + + + T Ty "
S. glandulosum + + + + + T T
S. haematospermum + + + + + + +
S.laurifolium + + + + ++ + +
S. marmieri + + T T i e
S. obovatum + + + T T
S.pallidum + + T T T I
S. paucinervium + + + T T T
S. sceleratum + + + + + + ++/+
S. sellowianum + + + I + T T
Stillingia argudentata + + +
S. dichotoma + + +
S. linearifolia + + + +
S. peruviana + n + + T
S. saxatilis T i
S. spinulosa + +
S. trapezoidea T
S. uleana T i
Gymnanathes klotzschiana + + + + + kR
Mabea fistulifera + + T T i

+ presenga, ++ abundantemente notavel, ++/+ abundantemente notavel em alguns individuos e presente em outros, *observado em pecas diafanizadas,
**observado no floema da nervura central, ***observado juntamente com as drusas. Espagos vazios representam auséncia do caractere.
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Quadro 7: Caracteres de venacgdo nas folhas de Sapium, Stillingia, Gymnanthes klotzschiana e Mabea fistulifera.

Espécies

Ramificacdo das veias de terminacio livre

Terminais das veias de terminacgao livre

Dicotomica

Dendritica

Simples

Idioblastos traquedides

Esclereides altamente
ramificados

Sapium argutum

S. ciliatum

S. glandulosum

S. haematospermum

S.laurifolium

FlH ]+ ]+

S. marmieri

S. obovatum

S.pallidum

S. paucinervium

J’_

S. sceleratum

S. sellowianum

Stillingia argudentata

S. dichotoma

S. linearifolia

S. peruviana

S. saxatilis

S. spinulosa

S. trapezoidea

S. uleana

Gymnanathes
klotzschiana

o o o R o (S B I I R o T B o o e

Mabea fistulifera

+

—+

+ presenca. Espacos vazios representam auséncia do caractere.
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CAPITULO 2

Ontogenia, histoquimica e ultraestrutura dos laticiferos em Sapium glandulosum (L.) Morong.

(Euphorbiaceae): consideragdes sobre a sistematica de Hippomaneae.

Resumo

Laticiferos s@o estruturas secretoras internas formadas por uma ou um conjunto de células que
adquirem o formato de tubo e sdo responsaveis pela produgdo e armazenamento de latex. Esse
exsudado ¢ composto por substancias complexas e atua na cicatrizagdo de lesdes e protecao
contra herbivoria em algumas espécies. Dados como distribuigdo, tipologia e composi¢ao
quimica do latex s3o uteis para estudos sistematicos e contribuem para compreensdo das
relagdes entre espécies. Foram aplicadas técnicas de microscopia de luz e eletronica de
transmissdo para avaliacdo ontogenética, histoquimica e ultraestrutural dos laticiferos de
Sapium glandulosum (L.) Morong circunscrito na subfamilia Euphorbioideae. Essa espécie,
utilizada tradicionalmente em tratamentos cicatrizantes, ¢ conhecida popularmente como
leiteiro, devido a exsudagdo de latex esbranquigado e volumoso quando ocorre ferimento.
Foram descritos laticiferos articulados, anteriormente conciderados ausentes no género e raros
na subfamilia. Os dados obtidos sdo promissores e responderam perguntas acerca dos

compostos quimicos presentes no latex, o processo de secre¢do e as organelas envolvidas na

sintese.

Palavras-chave: latex, laticiferos articulados anastomosados.
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1 — Introducao

Laticiferos sdo estruturas secretoras internas formadas por uma ou um conjunto de
células internas ao corpo da planta, que adquirem o formato de tubo (Metcalfe 1967; Evert
2006; Hagel et al. 2008) e foram reportados para cerca de 40 familias (Prado e Demarco 2018;
Teixeira et al. 2020). Laticiferos sdo responsaveis pela producdo e armazenamento de latex
(Fahn 1979), que ao final do desenvolvimento constitui todo o protoplasto do laticifero
(Demarco et al., 2006). Etimologicamente a palavra “latex” deriva do latim, lactis, que significa
leite, em referéncia ao aspecto do exsudado branco leitoso (Rizzini, 1955), embora o latex possa
ser também translicido, avermelhado, alaranjado ou amarelado (Endress e Bruyns 2000). Esse
exsudado pode ser composto por alcaloides, terpenoides, polissacarideos, compostos fenolicos,
proteinas, amido, lipideos, 4acidos graxos (Yoder e Mahlberg 1976; Fahn 1979; Biesboer e
Mahlberg 1981) e atua na cicatrizacdo de lesdes e prote¢ao contra herbivoria (Fahn 1979, 1990;
Farrell et al. 1991; Konno et al. 2004; 2006; Konno 2011, Prado e Demarco, 2018).

A presenca e a tipologia dos laticiferos, bem como a composi¢do quimica do exsudado
sdo caracteres uteis para estudos sistematicos e contribui para compreensao das relagdes
evolutivas entre diferentes taxa (Dehgan, 1978; Mahlberg, 1987; Rudall, 1994; Demarco et al.,
2013; Mouzella, 2020). Para a familia Euphorbiaceae, laticiferos foram considerados comuns
nas subfamilias Euphorbioideae e Crotonoideae e raros em Acalyphoideae (Rudall, 1987) e sdo
estruturas que podem contribuir para compreensao da histéria evolutiva da familia (Vitarelli et
al., 2015).

Deve ser considerado que muitas descri¢cdes de ocorréncia de laticiferos se baseiam na
presenca de latex (Teixeira et al. 2020), que alcanca a superficie do corpo vegetal apds injurias
(Mahlberg, 1987). No entanto, a exsudagdo de latex ndo ¢ uma evidéncia indubitavel da
presenca de laticiferos. O latex também pode ser resultado da atividade de células individuais
e que nao formam sistemas de canais, como descrito para Croton draco Schltdl. & Cham.
(Farias et al., 2009). Além disso, o produto da atividade de ductos resiniferos pode ser
interpretado erroneamente com o latex (Prado e Demarco, 2018). Adicionalmente, ha registros
de “canais laticiferos” resultantes de um processo de morte celular programada, que armazena
ao final do desenvolvimento um exsudado com constitui¢do semelhante ao latex (Zhou e Li,
2011).

Os laticiferos podem ser classificados como articulados, ndo articulados, anastomosados

e ramificados (Evert, 2006; Hagel et al. 2008). Em Sapium haematospermum Miill. Arg. foram
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registrados dois sistemas de laticiferos (Demarco et al. 2013), um dado incomum, visto que na
maioria dos casos ocorre um tipo de laticifero por espécie.

Sapium glandulosum (L.) Morong circunscrito na subfamilia Euphorbioideae (Webster,
2014), utilizada tradicionalmente em tratamentos cicatrizantes (Andrade et al., 2017), ¢ uma
espécie conhecida popularmente como leiteiro, devido a exsudacdo de latex esbranquigado e
volumoso quando ocorre ferimento (Al Mugarrabun et al. 2014). Andrade et al. (2017)
descreveu os laticiferos de S. glandulosum como ndo articulados, porém nado foram feitos
estudos ontogenéticos que confirmassem essa informacao. O presente trabalho propde um
estudo anatdmico, histoquimico e ultraestrutural acerca dos laticiferos de S. glandulosum num
esfor¢o para elucidar as seguintes lacunas: como ocorre o processo inicial de desenvolvimento
dos laticiferos? Os laticiferos sdo do tipo articulado, ndo articulado ou ambos? Quais sdo os
grupos de compostos quimicos presentes no latex? Como se dé o processo de secre¢do e quais

as organelas envolvidas na sintese ¢ armazenamento do latex?

2 - Material e métodos

2.1 - Microscopia de luz

Amostras de apices caulinares e folhas expandidas de Sapium glandulosum foram
coletadas no Horto Botanico da Universidade Federal de Vigosa. O material foi fixado em
formalina neutra tamponada (FNT) por 72 horas e estocado em etanol 70% (Kraus e Arduin
1997). Para as analises anatdmicas, as amostras foram submetidas a desidratacdo em série
etanolica e incluidas em historesina (Historesin, Leica). Cortes transversais e longitudinais com
5 wm de espessura foram obtidos em micrétomo rotativo (Leica RM2265, Deerfield, IL, USA),
corados com azul de Toluidina em pH 4.4 (O’Brien e McCully 1981) e as laminas ordenadas
em série foram montadas com resina sintética Permount (Fisher ®, Alemanha).

Para caracterizar os compostos presentes nos laticiferos, foram utilizadas amostras
frescas, cortadas a mao livre com lamina aquecida, evitando, assim, o extravasamento do
conteudo celular. Tais sec¢des foram submetidas a testes histoquimicos para evidenciar
polissacarideos totais (McManus, 1948), proteinas (O’Brien e McCully 1981),
pectinas/mucilagem (Johansen, 1940), compostos fendlicos (Johansen 1940), lipideos totais
(Brundrett et al., 1991). Foram testados terpendides com o reagente de NADI (David e Carde
1964), borracha com oil red (Pearse, 1968) e alcaldides com reagente de Wagner (Furr e

Mahlberg 1981). Esses mesmos testes foram também aplicados em pecas diafanizadas.
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Fragmentos foram submetidos ao hidroxido de sédio 5% por 30 minutos, lavados em agua
destilada e clarificados com hipoclorito de sddio 20% por, aproximadamente, 1 hora até ficarem
opacos (Kraus e Arduin 1997). Depois de lavados, esses fragmentos foram submetidos aos
testes histoquimicos e as laminas montadas com agua glicerinada. As observagdes e captura das
imagens foram realizadas em um fotomicroscopio (Olympus AX 70, Toquio, Japao) equipado
com sistema U-Photo e camara digital (AxioCam HRc; Zeiss, Gottingen, Alemanha), no

laboratorio da Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, MG.

2.2 - Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para a microscopia eletronica de transmissdo (MET), amostras dos dapices
meristematicos foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em tampao cacodilato de sddio 0,1 M pH
7,2 (10-12 horas), pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, desidratadas em série
acetonica ¢ incluidas em resina LR White. Secg¢ées de 60-70 nm foram obtidas em
ultramicrétomo (modelo LEICA EM FC6), e contrastadas com acetato de uranila 5%, em
solugdo aquosa, e citrato de chumbo (Reynolds 1963).

A captura de imagens foi realizada em microscopio eletronico de transmissdo (modelo
Zeiss EM 109), com camera digital acoplada no Nucleo de Microscopia e Microanalise da

Universidade Federal de Vigosa (NMM-UFV).

3 - Resultados

Em apices caulinares foi possivel observar os laticiferos em diferentes estadios de
diferenciagdo (Fig. 1A), o que demonstra o desenvolvimento assincronico dessas estruturas. Os
laticiferos se diferenciam do procambio (Fig. 1B), em células que se dividem, sofrem citocinese
e formam fileiras articuladas (Fig. 1 C, D). Desde o inicio, as células estavam em alta de
atividade, sendo possivel verificar a presenca do latex ocupando o protoplasma dos laticiferos
(Fig. 1C, D), o que auxilia no seu reconhecimento.

A organela mais conspicua do laticifero ¢ o vactolo (Fig. 1E), o qual ¢ originado da
fusdo de pequenos e numerosos vactiolos (Fig. 1F). O desenvolvimento do vacuolo ¢ o principal
responsavel pelas modificagdes no formato e localizagdo do nucleo. No inicio o nucleo €
esférico ocupando a regido central da célula (Fig. 2A, B). Posteriormente, sao deslocados para

a periferia da célula e adquirem formato eliptico, apresentam cromatina descondensada e
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nucléolos evidentes (Fig. 2C), o aumento de volume do vacuolo resulta na compressdo do
nucleo contra a parede (Fig. 2C).

Durante o desenvolvimento das células laticiferas, os nucleos se dividem e ocorre
citocinese (Fig. 2A), portanto os laticiferos sao articulados. Entretanto, as paredes terminais
dessas sequéncias de células se dissolvem precocemente e de forma centrifuga (Fig. 1D). Além
disso, ocorrem anastomoses laterais, que permeiam os tecidos em uma rede de tubos conectados
(Fig. 1D, 2E). Novas células sao incorporadas ao sistema de laticiferos, as paredes do laticifero
em contato com as c€lulas vizinhas apresentam aspecto obliquo e despontado (Fig. 2D), o que
evidencia o crescimento intrusivo dessa estrutura. Durante a diferenciacao, as células laticiferas
mantém contato com as células circunvizinhas via plasmodesmos, que podem ser simples ou
ramificados (Fig. 2F). Os laticiferos em desenvolvimento, apresentam numerosas mitocondrias,
que parecem ser empurradas para a periferia da célula (Fig. 2G) e figuras mielinicas (Fig. 2I).
O reticulo endoplasmatico granular ¢ evidente e desenvolvido no estadio de sintese (Fig. 2B).

Nos meristemas, os laticiferos em desenvolvimento podem apresentar diferengas no
diametro, sendo observados estruturas estreitas e outras com o calibre maior (Fig. 1C, D; 2E).
Em 6rgdos maduros ndo se observou a formacgdo de sistemas distintos, mas uma diferenga no
diametro quando comparadas algumas regides no mesmo sistema de tubos ramificados (Fig.
2H). A rede formada pelos laticiferos € encontrada nos tecidos fundamentais da medula e cortex
e também associado ao sistema vascular do caule e da folha.

Os testes histoquimicos realizados em folhas expandidas, para identificagdo de lignina
tiveram resultados negativos, logo, os laticiferos ndo possuem parede secundéria. As principais
classes de constituintes do latex sdo borracha (Fig. 3A), polissacarideos (Fig. 3B), amido (Fig.
3C, D), proteinas (Fig. 3E), lipidios (Fig. 3F), alcaldides (Fig. 3G) e oleorresinas (Fig. 3H).
Graos de amido com o formato de bastdo foram detectados no citoplasma dos laticiferos (Fig.
3C, D), um formato diferente daqueles observados nas células parenquimaticas circunvizinhas,

as quais apresentam no formato esférico (fig. 3C).

4 — Discussao

A presenca de laticiferos articulados anastomosados em S. glandulosum reforga o
relatado para os laticiferos de S. haematospermum (Demarco et al. 2013). Estes resultados
indicam a necessidade de uma revisdo acurada sobre o tipo de laticifero em Hippomaneae, uma

vez que laticiferos ndo articulados foram descritos como uma caracteristica comum em Sapium
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(Rudall 1987; Pompert 1989) e na tribo (Esser, 2001). Adicionalmente, os tipos articulados
foram considerados raros ou ausentes na subfamilia Euphorbioideae (Mahlberg et al. 1987;
Rudall 1987, 1994; Pompert 1989).

Para S. glandulosum o mecanismo de incorporagao de novas células foi a principal
forma de crescimento do sistema de laticiferos. A presenga de paredes dissolvidas e com
aspectos flacidos, assim como foi verificado nesse trabalho foi descrita por Canaveze et al.
(2018) em Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Apocynaceae). Para esses autores, os
contornos da parede celular dos laticiferos em desenvolvimento, sdo evidéncias seguras para
confirmar o crescimento intrusivo, o que corrobora nossos resultados. Em S. glandulosum foi
caracteristico o crescimento intrusivo dos laticiferos em meio as células parenquimaticas e as
células do sistema vascular. A presenca de numerosos plasmodesmos realizando a comunicagao
das células laticiferas com as parenquimaticas circunvizinhas foi interpretada como uma forma
de isolar substancias potencialmente toxicas para os tecidos vegetais, considerando que essa
comunicag¢do ¢ obstruida com o alongamento do laticifero (Farrell et al. 1991). Esse processo
de isolamento de substincias pode justificar a grande diversidade de metabdlitos que podem
ser encontradas no latex de folhas completamente expandidas, considerando que durante o
desenvolvimento ontogenético observamos a presenca de RER e os vacuolos que apresentam
contetdo predominantemente proteico.

O volume de latex produzido e mantido dentro dos laticiferos exerce forca de pressao
sobre as paredes celulares e organelas (Agrawal e Konno 2009). A dissolugdo das paredes
transversais, a integracdo do protoplasma das células adjacentes (Fahn, 1979), e a fusdo dos
vacuolos pertencentes as cé€lulas recém divididas, resultam em um vaclolo proeminente
(Wilson e Mahlberg 1978; Fineran 1983; da Cunha et al. 1998; Demarco et al. 2013). Tais
evidéncias foram observadas no presente trabalho durante o desenvolvimento dos laticiferos,
que ao final da diferenciacdo exibem ntcleos com disposi¢ao parietal e dissolucdo das paredes
terminais. A reagcdo negativa para deteccdo de lignina confirma a natureza primaria e
pectocelulosica das paredes dos laticiferos de S. glandulosum, caracteristica considerada
majoritaria em laticiferos (Fahn 1979; Fineran 1983).

A presenca de um sistema de laticiferos bem desenvolvido, como observado em S.
glandulosum, e com uma diversidade de metabolitos secundarios constituindo o latex tem
grande importancia na cicatrizacao de ferimentos no corpo vegetal, assim como prote¢ao contra

herbivoria, como foi reportado em outros trabalhos (Mahlberg et al. 1987; Fahn 1979, 1990;
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Farrel et al. 1991; Demarco et al. 2006; Konno et al. 2004; 2006; Konno 2011), e que foi
confirmado com as observagdes em campo, ndo sendo registrados evidéncias de herbivoria.

Em S. glandulosum, foi verificado uma exsudagdo abundante e com uma constituigao
quimica diversa, destacando-se a presenca de borracha. A presenca de borracha como
constituinte do latex, ja foi referida como um importante mediador, auxiliando na imobilizagao
de metabolitos, que de outra forma poderiam ser toxicos para a célula vegetal (Mahlberg et al.
1987), sobretudo se pensarmos no volume e na composicdo da secrecdo produzidos e
armazenados nos laticiferos. Assim, dada as funcdes atribuidas do latex, ele ¢ apontado como
um dos responsaveis pelo sucesso evolutivo de plantas latescentes (Fahn 1979, 1990; Farrell et
al. 1991).

A presenca e o tipo de grdo de amido sdo um importante auxiliar na compreensdo da
historia filogenética de grupos vegetais e na evolucdo dos laticiferos (Mahlberg, 1975). Os
graos de amido em forma de bastdo nos laticiferos sdo considerados uma forma ancestral e
conservativa em Euphorbioideae (Biesboer e Mahlberg 1981). Além disso, a analise da
distribuicdo dos laticiferos nos orgdos de S. glandulosum, juntamente com o estudo
histoquimico, evidenciaram diferencas, quando comparado com S. haematospermum, que ao
contrario de S. glandulosum ndo apresenta laticiferos na medula e alcaléides ndo foram
identificados no latex (Demarco et al. 2013), ou seja, essas caracteristicas podem auxiliar na
distingdo das duas espécies, assim como ja foi registrado por Sacchetti et al. (1999) para

espécies de Apocynaceae.

5 — Conclusoes

Sapium  glandulosum  possui laticiferos articulados anastomosados com
desenvolvimento precoce e alta atividade metabolica. Os resultados do presente trabalho sao
promissores uma vez que laticiferos articulados foram citados como ausentes em Sapium e raros
na subfamilia Euphorbioideae. A localizacdo dos laticiferos e a composi¢ao quimica do latex
permite distinguir S. glandulosum de S. haematospermum. Os dados refor¢am a importancia
dos estudos ontogenéticos na caracterizagdo do tipo de laticifero para a taxonomia e

compreensao da tribo Hippomaneae.
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FIGURAS

Figura 1. Desenvolvimento dos laticiferos articulados anastomosados dos apices caulinares de
Sapium glandulosum em cortes longitudinais em microscopia de luz e eletronica de transmissao
(A-C, D) e eletromicrografia (E, F). A. Detalhe do 4pice meristematico, evidenciando os

laticiferos originarios do procambio e do meristema fundamental. B. Detalhe do procambio com
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laticiferos no inicio do desenvolvimento (seta), note a presenca de latex. C, D. Paredes
transversais de laticiferos (seta) e o conteudo citoplasmatico E. Vacuolos proeminentes no
citoplasma. F. Multiplos vactiolos menores antes da fusao resultando um vactiolo maior. am=

apice meristematico, mi= mitocondria, pc= procambio, v= vactolo. Barras: A-D= 50 pum, E,

il

Figura 2. Desenvolvimento dos laticiferos articulados anastomosados em Sapium glandulosum

em cortes longitudinais corados em azul de toluidina (A, C, E, H) e ultramicrografia celular (B,



78

D, F, G, I). A. Laticiferos com ntcleos na regido central e paredes terminais no inicio da
dissolug¢do (seta). B. Nucleo proeminente com cromatina descondensada ocupando posi¢ao
parietal. C. Nucleos elipticos com cromatina descondensada e disposi¢do parietal. D.
Incorporagdo de novas células ao sistema de laticiferos, note o crescimento intrusivo dessa
estrutura. E, H. Laticiferos anastomosados, note a conexdo entre dois laticiferos (E). F.
Plasmodesmos permitindo a passagem de substancias entre as células antes da obliteragdo. G.
Numerosas mitocondrias em posi¢cdo parietal pela pressao causada pelo vacuolo. I. Figuras
mielinicas dentro do vacuolo. ci= citoplasma, fm= figura mielinica, mi= mitocondria, n=
nucleo, nc= nucléolo, pc= parede celular, v=vactiolo. Barra: A, C, E, H=50 um, B, D, F, G, |

=1 pum.



A

Figura 3. Resultados histoquimicos em folhas de Sapium glandulosum em cortes longitudinais

e amostras clarificadas. A. Amostras submetidas ao Oil red detectando borracha no latex, note
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as ramificagdes (seta). B. Polissacarideos totais evidenciados pelo PAS. C. Amostras
submetidas ao lugol detectando os graos de amido com forma de bastdo nos laticiferos e
esféricos nas células parenquimaticas (seta). D. Material submetido ao reagente de Wagner,
observe os graos de amido em formato de bastdo (seta) e anastomose (*). E. Proteinas totais
evidenciadas pelo Xilidine Ponceau (seta). F. Lipidios detectados pelo sudan red (seta). G.
Alcaloides evidenciados pelo Reagente de Wagner (seta). H. Oleoresinas identificados com o

Reagente de NADI (seta). Barras = 50 um.
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CONCLUSOES GERAIS

Foram descritos caracteres uteis para o estudo taxondomico de Sapium e Stillingia e
relevantes para a resolu¢ao de problemas taxondmicos em Hippomaneae. Estudos futuros
devem ser considerados para avaliar o posicionamento de Stillingia peruviana.

Dados sobre os laticiferos de Sapium glandulosum permitiram reavaliar a ocorréncia de
laticiferos articulados anastomosados em Hippomaneae e na subfamilia Euphorbioideae além
de permitir a distingao entre S. glandulosum de S. haematospermum.

O trabalho reforca a necessidade de estudos moleculares futuros na avaliagdo do
posicionamento das espécies e a importancia de estudos anatémicos e histoquimicos aplicado

a taxonomia dos géneros.



