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RESUMO

PEREIRA, Luana de Jesus, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2019.
Morfoanatomia foliar de Microstachys A. Juss. e Sebastiania Spreng.
(Hippomaneae-Euphorbiaceae): caracterizacio das estruturas secretoras e
contribuicées para a distincio dos géneros. Orientadora: Renata Maria Strozi Alves
Meira.

Microstachys A. Juss. (24 espécies) e Sebastiania Spreng. (79 espécies) destacam-se
dentre os maiores géneros da tribo Hippomaneae (Euphorbiaceae) e encontram-se
distribuidos na regido Neotropical. Nas abordagens filogenéticas utilizando dados
morfologicos e moleculares, as espécies da se¢do Microstachys que estavam inseridas
no género Sebastiania foram elevadas ao status de género, sendo estes apontados como
irmaos. Entretanto, a delimitagdo desses géneros sempre foi controversa devido ao uso
de caracteres florais, que sdo pouco informativos. Em estudo filogenético recente,
Microstachys foi apontado como monofilético e dois clados Neotropicais foram
reconhecidos, sem, contudo, serem identificadas sinapomorfias morfoldgicas para os
estes. Mesmo com a exclusdo de Microstachys, Sebastiania foi apontado como
polifilético com base em dados morfologicos e moleculares. Uma diferenca enfatizada
nas descri¢cdes taxondmicas das espécies destes géneros ¢ a presenca de glandulas
foliares em Microstachys que sdo ausentes em Sebastiania. Outra informagdo comum
nas descrigdes ¢ a exsudacao de latex esbranquicado e leitoso em todas as espécies de
Microstachys e em parte das espécies de Sebastiania. Assim, a presenca e a morfologia
das estruturas secretoras podem ser uteis para distinguir espécies de Sebastiania e
Microstachys, como reportado em outros taxons de Euphorbiaceae. Em Microstachys,
nao existem descri¢des sobre as tipologias das estruturas genericamente denominadas
como glandulas crateriformes, tampouco das estruturas secretoras de latex. Embora os
caracteres anatomicos tenham contribuido para a resolucdo de problemas taxondmicos
e filogenéticos em Euphorbiaceae, na tribo Hippomaneae tal abordagem ainda nao foi
sistematicamente explorada. Este trabalho pretende verificar se existem caracteres
morfoanatdmicos foliares que possam contribuir para a delimitacdo entre Microstachys
e Sebastiania, bem como para a distingdo de espécies, corroborando o tratamento
destes como géneros distintos e se existem sinapomorfias anatdmicas que sustentem
os dois clados Neotropicais de Microstachys. Sao caracteres comuns aos dois géneros
lamina foliar plana, epiderme unisseriada, estdmatos paraciticos, mesofilo

dorsiventral, nervura central projetada para face adaxial, feixe colateral,
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parénquima pali¢adico na nervura central e traqueides alargadas. Destacam-se como
caracteres distintivos em Microstachys a margem serreada com células epidérmicas
altas, de contorno reto a levemente ondulado, epiderme com tricomas simples e
estrelados, cuticula estriada, folhas anfiestomaticas, nervuras de menor porte areoladas
com terminagdo dicotdmica e presen¢a de glandulas marginais ou submarginais. Em
Sebastiania a margem foliar é denteada e ndo apresenta células altas, a cuticula ¢ lisa
e a parede das células epidérmicas € sinuosa, as folhas sao hipoestomaticas, glabras e
eglandulares, nervuras de menor porte sdo areoladas com terminagdes dendriticas. A
presenca de glandulas marginais em S. klotzschiana e S. serrata, laticiferos em S.
brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa, S. jacobinensis, S. macrocarpa e
topograficamente uma hipoderme exclusivamente em S. pallens devem ser
consideradas em futuras revisdes taxonomicas pois foram excec¢des apontadas no
estudo. Utilizando M. serrulata como modelo, as glandulas foliares crateriformes
foram descritas anatomica e ultraestruturalmente e os laticiferos anatomicamente,
permitindo descrever a tipologia, a natureza quimica da secrecdo produzida, as
organelas envolvidas na producdo da secre¢do e o mecanismo de exsudacdo. Em
relagdo aos caracteres ultraestruturais, as células da epiderme secretora em palicada e
do parénquima secretor subepidérmico possuem nucleo conspicuo, citoplasma denso
com vacuolos, numerosas mitocondrias de formato alongado com cristas evidentes,
reticulo endoplasmatico rugoso, dictiossomos, leucoplastos ameboides e
plasmodesmos conectando as células secretoras adjacentes. A secrecdo ¢ hidrofilica
composta essencialmente por polissacarideos e proteinas. A eliminagdo da secrecao
ocorre por ciclos de deslocamento, ruptura e recomposicdo da cuticula. As
caracteristicas anatoOmicas e ultraestruturais sdo compativeis com a descri¢do destas
estruturas como nectarios. Os laticiferos sdo ndo-articulados ramificados e ocorrem no
mesofilo por entre o parénquima paligadico e lacunoso, na regido cortical do peciolo e
proximos aos feixes. O latex ¢ esbranquigado e leitoso e ¢ composto por
polissacarideos, proteinas, lipidios e borracha. Os caracteres anatdmicos corroboraram
com as abordagens taxondmicas embora ndo tenham sido encontradas diferencas entre
os clados de Microstachys. A presenca de nectarios e o tipo de laticiferos devem ser

considerados nos trabalhos taxondmicos.
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ABSTRACT

PEREIRA, Luana de Jesus, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2019. Foliar
morphoanatomy of Microstachys A. Juss. and Sebastiania Spreng. (Hippomaneae-
Euphorbiaceae): characterization of the secretory and aided structures for
selection of genera. Adviser: Renata Maria Strozi Alves Meira.

Microstachys (24 species) and Sebastiania (79 species) are among the largest genera
of the tribe Hippomaneae (Euphorbiaceae), and both are Neotropical genera.
Phylogenetic studies using morphological and molecular data have indicated that the
species of Microstachys, previously belonged to the genus Sebastiania, should be
elevated to the genus status, being Microstachys and Sebastiania considered sister
genera. However, the delimitation of theses genera remains a matter of ongoing debate
among researches, since only floral characters have been pointed as less informative
than the vegetative ones. In a recent phylogenetic study, the results indicated
Microstachys as a monophyletic group and two Neotropical clades emerged, without
any morphological synapomorphies being reported. Even with the exclusion of
Microstachys, Sebastiania was pointed out as polyphyletic based on both
morphological and molecular data. Marginal leaf glands are enphatasizing as a
distinctive character in Microstachys, which is absent in Sebastiania. Another common
information in the descriptions is the exudation of white milky latex in all species of
Microstachys and in part of the species of Sebastiania. Therefore, the presence and
morphology of leaf glands may be an important tool for distinguishing species of
Sebastiania and Microstachys, as they have been used in other genera of
Euphorbiaceae. Although the useful of anatomical data in solving both taxonomical
and filogenetical problems in Euphorbiaceae, such approach has not been used in the
tribe Hippomaneae. This work intends to verify if there are leaf anatomy characters
that could contribute to the delimitation of Microstachys and Sebastiania, and
distinction of the species, corroborating with the distinct genera; and if there are
anatomical synapomorphies that support the two Neotropical clades of Microstachys.
Flat foliar blade, uniseriate epidermis, paracytic stomata, dorsiventral mesophyll,
central midrib projected for the adaxial face, and enlarged tracheids are common
characters to both genera. They stand out as distinctive characters, serrulate margin,
with high epidermal cells, epidermis with simple and stellated trichomes, striated
cuticle and cells with straight anticlinal contour with a wavy plane, amphistomatic

leaves, small veins with dichotomous termination, and presence of marginal or



submarginal glands stand out as distinctive characters in Microstachys. InSebastiania
the leaf margin is dentate and does not present high cells, the cuticle is smooth and the
anticlinal wall of the epidermal cells is sinuous, the leaves are hypoestomatic, glabrous
and eglandular, smaller veins are areolated with dendritic terminations. The presence
of marginal glands in S. klotzschiana e S. serrata, laticifer in S. brasiliensis, S.
brevifolia, S. glandulosa, S. jacobinensis and S. macrocarpa and hypoderm in S.
pallens have been considered in future taxonomical revision, since are exception and
may represent important paramethers. Using M. serrulata into as model, the leaf
crateriform glands and latificer were anatomically and ultrastructurally described,
allowing describing the types of secretory structures, the chemical nature of the
secretion produced, the organelles involved in both the production of the secretion and
the mechanism of exudation. In relation to the ultrastructural characters, both the
secretory cells and secretory parenchyma have a conspicuous nucleus dense cytoplasm
with vacuoles, numerous elongated-shaped mitochondria with evident ridges, rough
endoplasmic reticulum, dictyosomes, ameboid leucoplasts and plasmodesms
connecting the adjacent secretory cells. The hydrophilic secretion is composed by of
polysaccharides and proteins main. The mechanism of secretion occurs by cycles of
dislocation, rupture and recomposition of the cuticle. Structural and ultrastructural
traits indicate that such glands are nectaries. The laticifers are branched non-articulated
and occur in the mesophyll between the palisade and spongy parenchyma, as well as
in the cortex and near the bundles of the petiole. The latex is composed of
polysaccharides, proteins, lipids and rubber particles. The anatomical features
corroborated with the taxomical approaches although we could not find distinctive
charater for the two clades of Microstachys. The presence of nectaries and the type of

laticifers have to be considered in the future taxomical works.
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INTRODUCAO GERAL

Euphorbiaceae estd entre as maiores familias de angiospermas com
aproximadamente 246 géneros e cerca de 6.300 espécies (Wurdack e Davis, 2009). De
acordo com dados moleculares, a familia foi dividida em trés subfamilias
Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae (Chase et al., 2002). Trés géneros se
destacam pelo elevado numero de espécies, Acalypha (450 espécies), Croton (1.300
espécies) e Euphorbia (2.400 espécies), compreendendo aproximadamente 2/3 da
familia (Judd, 2009), enquanto os demais 243 géneros possuem um numero menor de
espécies.

Hippomaneae com 33 géneros e 300 espécies, ¢ a segunda maior tribo da
subfamilia Euphorbioideae, que também compreende as tribos Euphorbieae, Hureae,
Pachystromateae e Stomatocalyceae (Esser 2001, 2012; Webster, 1994). Hippomaneae
¢ pantropical e no Brasil foram registrados 13 géneros e 120 espécies (Esser, 2012).
As espécies desta tribo sdo caracterizadas pelo habito herbaceo, arbustivo, arboreo ou
trepador; pela presenca de latex branco; folhas pecioladas, estipuladas, alternas a
raramente opostas, inteiras, peninérveas e algumas vezes triplinérveas, com glandulas
na face adaxial ou abaxial da lamina; inflorescéncias tirsoides espiciformes, terminais
ou axilares; flores apétalas com bracteas biglandulares ou raramente nulas; frutos
septicida, loculicida ou indeiscente; e sementes secas ou com arilo, com caruncula ou
nao (Pscheidt, 2015).

Hippomaneae foi descrita por Jussieu em 1824 e no decorrer do tempo, varias
mudangas foram realizadas na delimitacdo dos géneros que compdem a tribo.
(Endlicher 1840, Agardh 1858, Grisebach 1864, Pax e Hoffmann 1912, Webster 1994,

Esser 2001, Esser 2012). Entretanto, a tribo ainda ¢ considerada taxonomicamente

complexa devido a circunscri¢ao controversa ou incerta de alguns géneros (Webster,
1994; Esser, 2001). As relagdes filogenéticas dentro de Hippomaneae tém sido assunto
de discussdo e permanecem por serem elucidadas (Wurdak et al. 2005, Pscheidt 2011,
Esser 2012, Webster 1994a 2014b). Ao revisar a tribo Esser (2001) enfatizou que o
tamanho reduzido e a estrutura conservada das flores t€ém dificultado a distin¢ao entre
os taxons, gerando problemas taxondmicos. Dentre a diversidade de géneros da tribo
destaca-se Microstachys (24 espécies), que ¢ constituido por espécies com habito
herbaceo e subarbustivo, folhas com margem contendo véarios denticulos ou margem

inteira, com glandulas foliares crateriformes, inflorescéncias opostas as folhas, ovarios
1



e frutos com estruturas denominadas de corniculos e sementes contendo cartincula
(Pscheidt, 2015). Microstachys ja foi descrito como uma se¢do do género Sebastiania
por compartilhar com este: inflorescéncia bissexual do tipo espiciforme, flores
solitarias ou reunidas em grupos de dois a trés; na base da raque as flores sdo pistiladas
e nos nos distais elas sdo estaminadas; estames livres ou conados na base; bracteas
biglandulares; calice trilobado; pétalas e disco ausentes e ovario tricarpelar com trés
filetes inteiros (Esser, 2001; Webster, 1994). Sebastiania ¢ exclusivamente
Neotropical (Esser 2001), composto por 79 espécies (Pax e Hoffmann 1912), com
habito arbustivo ou subarbustivo, em casos raros herbaceos ou arboreos, e
normalmente sdo encontradas em ambientes xéricos ou proximos a curso d’agua
(Esser, 2001). No estudo morfoldgico e filogenético realizado por Athié-Souza (2011)

Sebastiania emergiu como polifilético.

Microstachys foi revisado recentemente, e foram levados em consideragdo
caracteres morfologicos e moleculares sendo reconhecidas 24 espécies (Pscheidt,
2015). Em um estudo de filogenia molecular foram analisadas 13 espécies

Neotropicais resultando em uma arvore com dois clados (Pscheidt, 2015). As espécies

do clado 1 (M. bidentata, M. corniculata, M. daphnoides, M. glandulosa, M. hispida,
M. revoluta, M. salicifolia, e M. uleana) sao morfologicamente homogéneas e de ampla
distribuicao no Cerrado, Campo Rupestre e Restinga, exceto M. revoluta e M. uleana
que ndo apresentam ampla distribuicao (Pscheidt, 2015). Enquanto que, o clado 2 (M.
nummularifolia, M. nana, M. marginata, M. ditassoides e M. heterodoxa) ¢ formado
por espécies morfologicamente heterogéneas com distribui¢ao restrita ou endémica, na
Caatinga, Cerrado, Campo Rupestre e Restinga (Pscheidt, 2015). Embora M.
anisodonta e M. serrulata mas nao entraram na filogenia do grupo. Ressalta-se ainda
que Sebastiania emergiu como grupo irmao de Microstachys (Pscheidt, 2015).
Euphorbiaceae possui uma grande diversidade de estruturas secretoras como na
tribo Crotoneae onde foram relatados laticiferos, nectarios florais e extraflorais,
idioblastos, tricomas glandulares e coléteres (Vitarelli et al 2015). Estas estruturas
secretoras monstraram-se relevantes nos estudos taxondmicos, pois variam quanto ao
formato e posi¢do, além da composicao quimica do exsudato (Soares 2013, Vitarelli et
al 2015, Feio et al 2016, Souza 2018). Na tribo Hippomaneae estudos anatdmicos
foliares, enfatizando a caracterizagdo anatomica e ultraestrutural de estruturas

secretoras, sao escassos (Coutinho et al. 2010, Demarco et al. 2013). Nas descrigdes



morfoldgicas das espécies de Microstachys ¢ mencionada a presenca de glandulas
foliares crateriformes que podem ser caracteres promissores para a taxonomia do
grupo. J& na revisdo taxondmica de Sebastiania, as folhas das espécies foram descritas
como eglandulares. Dessa forma, estudos anatomicos que busquem elucidar a tipologia
dessas glandulas, composi¢ao quimica da secre¢do e quais sdo 0s compartimentos

envolvidos na sua produg¢do, contribuirdo com informagdes para a

composi¢ao de banco de dados promissores para os estudos taxonomicos e
filogenéticos de Hippomaneae.

Dessa forma, foram elaboradas as seguintes perguntas:

I Existem caracteres ou conjunto de caracteres anatdmicos que contribuem para a
separagdo de Microstachys e Sebastiania e que possam ser indicados como possiveis
sinapomorfias micromorfoldgicas?

I. Serdo evidenciados caracteres que possam ser indicados como possiveis
sinapomorfias micromorfoldgicas para os dois clados Neotropicais de Microstachys?
I Os Nectarios foliares de Microstachys serrulata sao semelhantes aos nectarios
descritos em Euphorbiaceae?

IV. As folhas de Sebastiania sao eglandulares?

V. Laticiferos estdo presentes em Microstachys e ausentes em Sebastiania?

O texto da tese foi elaborado na forma de dois artigos cientificos. O primeiro
intitulado: “Laticiferos e nectarios foliares crateriformes em Microstachys serrulata
(Mart. & Zucc.) Miill.Arg. (Hippomaneae: Euphorbiaceae): anatomia, histoquimica e
ultraestrutura” e foi formatado para ser submetido a revista Protoplasma. O Segundo
intitulado  “Microstachys A. Juss. e Sebastiania Spreng. (Hippomaneae-
Euphorbiaceae): anatomia contribui para o tratamento como géneros distintos?” foi

formatado para ser submetido ao periddico International Journal of Plant Science.
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Resumo

Microstachys serrulata ¢ uma espécie de ocorréncia restrita no Cerrado e Campo
Rupestre. Na folha, a presencga de latex e nectarios marginais de formato crateriforme
¢ mencionada na sinopse da espécie. A presenga e o tipo de estrutura secretora sao
caracteres de importancia taxondmica, o que motivou a realizagao do presente trabalho.
Amostras foliares contendo nectarios e laticiferos foram processadas conforme
técnicas usuais de microscopia de luz e eletronica de transmissao. O nectario da margem
foliar ¢ constituido por uma regido central que ¢ composta pela epiderme secretora em
palicada e recoberta por cuticula fina. As cé€lulas epidérmicas que delimitam a regiao
central sdo vacuolizadas e recobertas por cuticula espessa. O parénquima nectarifero
subepidérmico ¢ constituido por aproximadamente quatro camadas de células
volumosas, com paredes delgadas, e vascularizado por xilema e floema. O citoplasma
das células do parénquima ¢ denso com nucleo conspicuo, numerosas mitocondrias
com formato alongado e numerosas cristas, reticulo endoplasmatico rugoso
desenvolvido, dictiossomos, vacuolos com conteudo granuloso e alguns leucoplastos
ameboides. Plasmodesmos foram visualizados entre as células da epiderme secretora.
A secrecao hidrofilica composta por proteinas e polissacarideos ¢ eliminada por meio
da ruptura da cuticula. Os laticiferos sdo do tipo ndo-articulados ramificados e se de
distribuem por entre as células do parénquima e associados ao sistema vascular no
mesofilo e no peciolo. Este ¢ mais um relato da presenca de laticiferos ndo-articulados

ramificados na subfamilia Hippomaneae.

Palavras-chave: nectarios foliares, laticiferos ndo-articulados ramificados,

Euphorbioideae.
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Abstract

Microstachys serrulata is a species occurring in the Brazilian Cerrado and Campo
Rupestre. The existence of latex and marginal crateriform-like glands in leaves is
mentioned in the species synopsis. The presence and type of secretory structures are
taxonomically relevant characters, which led us to perform this study. Leaf samples
containing glands and laticifers were prepared according to usual methodologies for
light and transmission electron microscopies. The leaf margin glands present a central
region composed of a palisade secretory epidermis covered with a thin cuticle. The
epidermal cells surrounding the central region are vacuolated and covered with a thick
cuticle. The subepidermal secretory parenchyma is comprised of approximately four
layers of large thin-walled cells and vascular tissues, xylem and phloem. The
cytoplasm of parenchyma cells is dense, containing a prominent nucleus, numerous
elongated mitochondria with developed mitochondrial cristae, developed rough
endoplasmic reticulum, dictiosomes, vacuoles containing granular material, and a few
amoeboids leucoplasts. Plasmodesmata were visualized between secretory epidermal
cells. The hydrophilic secretion, composed of proteins and polysaccharides, is released
through ruptures in the cuticle. The anatomical structure and the nature of the exudate
allowed us to classify such glands as nectars. Laticifers are nonarticulated branched
and they are located both between parenchyma cells and associated with the vascular
system in the mesophyll and in the petiole. This is another report of nonarticulated
branched laticifers in the subfamily Hippomaneae.

Key words: Leaf nectaries, nonarticulated branched laticifers, Euphorbioideae



Introducio

Microstachys serrulata Mart. & Zucc. (tribo Hippomaneae, subfamilia
Euphorbioideae) ¢ um arbusto ou subarbusto latescente que apresenta 1 a 8 pares de
glandulas marginais de formato crateriforme (Pscheidt 2015). Com base em dados
morfologicos e moleculares, Microstachys A. Juss, que era uma se¢ao de Sebastiania
Spreng. Pax e Hoffmann (1912), foi segregado (Esser, 1998) e elevado ao nivel de
género (Pscheidt, 2015). A presenca de latex e glandulas marginais ou submarginais ¢
uma caracteristica marcante que foi utilizada para distinguir Microstachys (Pscheidt,
2015), uma vez que as folhas de Sebastiania sdo eglandulares (Esser, 1998).
Adicionalmente, no estudo de anatomia aplicada a taxonomia, a auséncia de glandulas
na margem da folha de Sebastiania e a presenga em Microstachys foi apontada como
uma possivel sinapomorfia micromorfoldgica (Capitulo 1). Apesar da importancia
dessas estruturas para fins taxonomicos e filogenéticos, carecem de descrigdes que
permitam identificar o tipo de laticifero e o tipo de glandula nas folhas de
Microstachys, o que pode limitar o uso deste carater.

Estruturas secretoras foliares j4 foram anatomicamente descritas em diversas
espécies de Euphorbiaceae, como os nectarios marginais de Sapium glandulosum
Miiell. Arg (Coutinho et al. 2010), laticiferos do tipo articulado anastomosado de
Sapium haematospermum Miill.Arg. (Demarco et al. 2013) e ndo articulado ramificado
em Sapium glandulosum (Andrade et al. 2017) na tribo Hippomaneae. J4 na tribo
Crotoneae foram descritos laticiferos do tipo articulado anastomosados e ndo-
anastomosados, tricomas secretores, idioblastos secretores, coléteres e nectarios em
Astraea, Brasiliocroton e diversas secoes de Croton (Vitarelli et al. 2015; Feio et al.
2016; Feio et al. 2018), além de nectarios em Croton urucurana Baill. Freitas e Paoli
(1999) e Croton amentiformis Riina, sp. nov. (Rinna et al. 2015). Na tribo Crotoneae,
essas estruturas secretoras foram enfatizadas como caracteres relevantes para a
taxonomia (Feio et al. 2018) e para abordagem evolutiva (Vitarelli et al. 2015). Assim,
caracterizar as glandulas presentes em Hippomaneae, contribuira para futuros estudos
filogenéticos.

Nectarios sao estruturas secretoras de formatos variados que secretam néctar,
uma substancia agucarada composta principalmente por glicose, frutose e sacarose e
também por outras substincias, tais como: polissacarideos, proteinas, aminoacidos,

lipidios, alcaloides, dentre outras (Fahn 1979; Nepi 2007). A variacao



morfoanatdmica, e os distintos padrdes de distribui¢do dos nectérios foliares tém sido
utilizados em abordagens taxondmicas e evolutivas em diferentes familias botanicas
(Pascal et al. 2000; Dalvi et al. 2013). Anatomicamente, os nectarios das folhas de
Euphorbiaceae geralmente sdo vascularizados por xilema e floema e constituidos por
epiderme secretora em palicada, com cuticula delgada ou espessa, o parénquima
nectarifero ¢ composto por uma a 12 camadas de células, cujas paredes sao finas com
citoplasma denso (Coutinho et al. 2010; Vitarelli et al. 2015; Feio et al. 2016).

Nectarios podem ser confundidos com outras estruturas secretoras como, por
exemplo, coléteres que podem ocupar a mesma posi¢do, ter semelhanga em sua
morfologia e composicdo quimica do exudado (Thomas 1991; Gonzalez 1998; Feioet
al. 2016). Por exemplo, na margem das folhas de Croton orinocensis (se¢ao Cleodora
subse¢do Spruceani) ocorrem coléteres de forma alternada com os nectarios (Vitarelli
et al. 2015). Anatomicamente ¢ possivel diferenciar nectarios e coléteres por meio da
sua estrutura, composi¢ao quimica da secre¢ao e periodo de atividade, uma vez que
coléteres sdo estruturas secretoras presentes na superficie adaxial de 6rgaos vegetativos
e reprodutivos, secretam mucilagem ou uma mistura de mucilagem e substancias
lipofilicas que protegem os 6rgaos jovens das plantas contra a dessecagdo (Evert 2006;
Fahn 1979). Essas estruturas secretoras sao precoces quando comparadas aos nectarios,
pois secretam ativamente em Orgdos jovens, senescem e geralmente sao caducos
quando os botdes abrem e as folhas se expandem (Evert 2006; Fernandes et al. 2016).
Em contrapartida os nectarios sdo estruturas secretoras especializadas que secretam
néctar, ocorrem nos diferentes 6rgdos das plantas e sua atividade € assincronica com
as dos coléteres, pois quando os coléteres ja se encontram em plena atividade nos
orgdos jovens das plantas, os nectarios ainda estdo se diferenciando, e quando os
nectarios se tornam ativos os coléteres estdo senescentes (Feio et al. 2016; JD Miranda
unpubl). Portanto, estudos anatdmicos e ultraestruturais que permitam identificar a
natureza quimica da secrecao, a precocidade da atividade e os mecanismos envolvidos
no processo secretor sao de fundamental importancia para esclarecer se a glandula da
margem ¢ um nectario ou um coléter.

Laticiferos também sdo estruturas secretoras amplamente difundidas nas
Euphorbiaceae (Metcalfe e Chalk 1983). Sao caracterizados como células ou conjuntos
de células especializadas na produgao de latex, que ¢ uma suspensao ou emulsao de
pequenas particulas, tais como: 0leos, resinas, ceras e borrachas dispersas num liquido

contendo carboidratos, sais, dcidos organicos, esterois, gorduras, mucilagem, dentre
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outros componentes (Fahn 1979; Evert 2006). De acordo com Metcalfe e Chalk (1983)
a composicao quimica do latex nas Euphorbiaceae ¢ variada, podendo ser rico em
borracha como em Hevea brasiliensis ou rico em resinas como nas espécies de
Euphorbia. A coloragdo do latex também pode variar de esbranquigada e comaspecto
leitoso que ¢ caracteristico de Euphorbioideae e viscoso, translucido, amarronzado ou

avermelhado caracteristico de Crotonoideae (Rudall 1994; Feio et al. 2016).

Os laticiferos podem ser classificados em articulados quando apresentam
origem multicelular e ndo-articulados quando se originam de uma unica célula (Fahn
1979; Evert 2006; Hagel 2008). Laticiferos ndo articulados sdao mais comumente
encontrados em Euphorbiaceae (Metcalfe e Chalk 1983; Rudall 1994), como registrado
para Croton amentiformis (Riina et al. 2015) e Croton urucurana (Feio et al. 2016) da
subfamilia Crotonoideae e Euphorbia plucherrima (Fineran 1983) da subfamilia
Euphorbioidea. Entretanto, laticiferos articulados foram recentemente descritos para
espécies de Croton das secdes Lamprocroton e Cleodora (Vitarelli et al. 2015). Embora
a presenga de latex seja comum em Euphorbiaceae, estudos que descrevem o tipo de
laticifero em Hippomaneae sdao escassos, tendo sido descritos laticiferos articulados
anastomosados em Sapium haematospermum (Demarco et al. 2013) e nao articulado
ramificado em Sapium glandulosum (Andrade et al 2017). Assim, fica evidente a
necessidade de descricdes anatomicas do tipo de laticiferos nas espécies de
Hippomaneae para que esse carater possa ser considerado em futuras abordagens

taxondmicas e evolutivas.

Utilizando M. serrulata como uma espécie modelo para descrever o nectario
foliar crateriforme e tipo de laticifero em Microstachys foram elaboradas as seguintes
perguntas 1. A atividade secretora e a exsudagdo dos nectarios seguem o padrio
descrito para os nectarios foliares nas espécies de Euphorbiaceae. 3. Os laticiferos de
M. serrulata sdo ndo articulados e ramificados e o latex tem natureza quimica diversa

e complexa.

Material e Métodos

Area de coleta e material vegetal

As coletas foram realizadas no Campus Morro do Cruzeiro da Universidade
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Federal de Ouro Preto (UFOP), na cidade de Ouro Preto (Minas Gerais, Brasil) em
area de campo rupestre sobre canga (Fig. 1A-C), sob as coordenadas 20°23°46.55”Se
43°30°30.96”0, onde o clima ¢ o tropical de montanha com temperatura média de
18,5C° (Scalon et al 2012). O material testemunho estd depositado no herbario VIC
(Universidade Federal de Vigosa-UFV) sob o numero VIC 52386.

Microscopia de luz

Foram coletadas folhas expandidas do terceiro no sentido apice para a base
(Fig. 1D) provenientes de ramos de trés individuos, e fixadas em formalina neutra
tamponada — FNT (Johansen, 1940). No laboratério, as amostras foram mantidas por
48 horas sob vacuo. Para caracterizagdo anatomica, amostras da regido mediana e da
margem da lamina foliar foram incluidas em historresina (Historesin, Leica
Instruments, Heidelberg, Alemanha). Cortes transversais com 5 um de espessura foram
obtidos em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM2265, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA), utilizando navalhas de vidro. Os cortes foram
corados com azul de toluidina pH 4,7 (O'Brien e McCully, 1981) e as laminas foram

montadas com resina sintética (Permount-Fisher New Jersey, USA).

Para a andlise histoquimica, amostras do peciolo contendo laticiferos e da
margem foliar contendo nectarios crateriformes e da por¢cdo mediana da lamina foliar
foram secionadas transversal e longitudinalmente com auxilio de um micrétomo de
mesa (modelo LPC, Rolemberg e Bhering Comércio e importacio LTDA, Belo
Horizonte, Brasil). Os testes histoquimicos empregados encontram-se sumarizados na

Tabela 1, sendo os testes controles realizados simultaneamente.

As observagoes e a captura de imagens foram realizadas em microscopio de luz
(modelo Olympus® AX70TRF Olympus Optical, Tokyo, Japan) com sistema U-
Photo, com camara digital acoplada (modelo: Zeiss HRC Géttingen, Germany), no

Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa.

Microscopia Eletronica de Transmissao
Para as andlises ultraestruturais, amostras do peciolo e da por¢do mediana e
glandula crateriforme na margem foliar foram fixadas em glutaraldeido 2,5 % em
tampao cacodilato de s6dio 0,1 M pH 7,2 (10-12 horas). As amostras foram lavadas
10



no mesmo tampao, pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1% por 2 horas, desidratadas
em série acetonica e incluidas em resina Spurr (1969). Secg¢des de 60-70 nm foram
obtidas com um ultramicrétomo (modelo RMC Products Power Tome-X), e
contrastadas com acetato de uranila 5%, em solugdo aquosa, e citrato de chumbo
(Reynolds 1963). A andlise e a captura de imagens foram realizadas em um
microscopio eletronico de transmissao (modelo Zeiss, Libra 120) com camera digital
acoplada. As andlises foram realizadas no Nucleo de Microscopia ¢ Microanalise da

UFV.

Resultados

Descricao anatomica e histoquimica das glindulas crateriformes e laticiferos

As glandulas crateriformes sdo diminutas, ndo tendo sido notada exsudagado
durante os trabalhos de campo. Estas glandulas ocorrem aleatoriamente distribuidas
em pares na margem foliar, que ¢ serreada (Fig. 1D). Anatomicamente sdo visualizadas
duas regides nesta glandula: a porcao periférica que delimita a depressao central (Fig.
2A). Na depressao central, a epiderme ¢ secretora e constituida por células altas de
parede e cuticula delgada e citoplasma denso, em arranjo compacto e organizadas em
uma palicada uniestratificada (Fig. 2A). As células da porgdo periférica so
vacuolizadas e possuem parede e cuticula espessada (Fig. 2A). Nao foi observado
acimulo de secre¢do no espaco subcuticular (Fig. 2B), inclusive na regido que recobre
a depressdo central, cuja cuticula ¢ fina. O parénquima subepidérmico ¢ secretor e
composto por duas a quatro camadas de células volumosas de parede delgada e

citoplasma denso, sendo esta regido vascularizada por xilema e floema (Fig 2C).

Nos cortes obtidos de amostras frescas e ndo submetidas aos reagentes nota-se
uma coloragdo castanha nas células da regido periférica da glandula (Fig. 2B). Os testes
histoquimicos (Tab. 2), detectaram proteinas pela reacao positiva ao azul de Coomassie
(Fig. 2C). Polissacarideos gerais foram identificados pela reacao com o PAS (Fig. 2D).
Tais compostos foram detectados nas células da epiderme secretora e nas células do
parénquima secretor subepidérmico. Compostos fenolicos e alcaldides ndo foram

detectados em nenhuma regido da glandula crateriforme.

Os laticiferos nao-articulados e ramificados encontram-se distribuidos pela
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lamina foliar e peciolo (Fig. 3, 4). Na lamina, encontram-se distribuidos entre as cé¢lulas
do parénquima pali¢adico, lacunoso (Fig. 3A-B) e proximos aos feixes vasculares (Fig.
3B). No peciolo ocupam posicdo cortical dispondo-se por entre as células
parenquimaticas e encontram-se associados ao sistema vascular (Fig 4). O latex tem
coloracdo esbranquicada e aspecto leitoso (Fig. 1D), rico em proteina e polissacarideos
(Tab. 2). Foram detectados graos de amido em formato de bastao (4 B), polissacarideos
gerais pela reagao com PAS (Fig. 4C). A reagao com Xylidine Ponceau revelou a
presenga de proteinas no latex de M. serrulata (Fig. 4D). Foi detectada a presenga de
lipidios no latex pela reacdo com Sudan IV (4E) e borracha pela reagdo com Oil red
(4F). Nao foram detectados alcaloides, mucilagem/pectinas e compostos fendlicos no

latex (Tab. 2).

Compartimentos e atividade secretora das glindulas crateriformes e dos
laticiferos

Nas glandulas crateriformes, as células da epiderme secretora em palicada
apresentam nticleo proeminente e de formato alongado com cromatinadescondensada
e nucléolo evidente, tipicamente em intensa atividade de sintese (Fig. 5A). O
citoplasma € denso e contém leucoplastos ameboides, muitas mitocondrias com cristas
evidentes, reticulo endoplasmatico rugoso desenvolvido (Fig. 5B-D) e numerosos
dictiossomos (Fig. 5E). Plasmodesmos entre as células epidérmicas secretoras

adjacentes sao comuns (Fig. 5 D, F).

As células do parénquima secretor subepidérmico possuem citoplasma denso
com numerosos vacuolos que armazenam secrecao de aspecto granuloso (Fig. 6A).
Leucoplastos, mitocondrias com formato alongado e cristas evidentes (Fig.6 A-D)sao
comuns. As células do parénquima secretor subepidérmico diferem das células do
clorénquima que possuem inimeros cloroplastos contendo evidentes graos de amido
temporario (Fig. 6E)

Nas células da epiderme que delimitam a depressdo central, vacuolos repletos
de material granuloso sdo mais evidentes (Fig. 7A) que nas células da epiderme
secretora em palicada da porcao central (Fig. 7B). Outra diferenga marcante pode ser
notada na parede celular, que nas células que delimitam a depressdo central ¢ delgada
e sem espacos intercelulares, em um arranjo compacto e € coberta por cuticula espessa,

sem indicios de ruptura (Fig. 7A). Em contraste, os espagos intercelulares sdo amplos
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entre as células da depressdo central, inclusive contendo material granuloso
semelhante ao observado no interior dos vactolos (Fig. 7B). A cuticula que recobre
essa regido ¢ mais delgada, e apresenta pontos de ruptura (Fig. 7B).

Em relacdo ao processo secretor verifica-se que vesiculas contendo secregdo
saem dos dictiossomos, se aderem a membrana plasmatica e a secre¢ao ¢ acumulada
no espaco periplasmatico (8A). A secrecao que atravessa a membrana plasmatica €
acumulada nos espacos intercelulares, que se formam pela dissolugdo da lamela média
(8B). O aumento no acumulo de secre¢do pressiona as camadas cuticulares, for¢ando
a passagem deste conteudo até as camadas mais superficiais da cuticula (8C). Em
alguns locais foi visualizada a distensdo da cuticula (8B, C) que parece sofrer ruptura
permitindo a exsudagdo da secre¢do (8D). Aparentemente esse processo ¢ continuo,
levando a recomposi¢cdo da cuticula a cada ciclo de secrecdo, sendo visualizado

pequenos pontos de camadas cuticulares sobrepostas (Fig. 8E, F).
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Tabela 1. Principais classes de compostos investigadas na regido mediana da lamina
foliar, na glandula da margem e no peciolo de M. serrulata.

GRUPO DE

TESTE

METABOLITO APLICADO

REFERENCIAS

LIPIDEOS Lipideos totais Sudan IV (Pearse 1980)
Borracha Oil Red (Pearse 1980)
COMPOSTOS Compostos Dicromato de (Gabe 1968)
FENOLICOS fenolicos gerais potassio
ALCALOIDES Alcalodides Reagente de  (Furr & Mahlberg,
Wagner 1981).
Xilidine (O’Brien &
PROTEINAS Proteinas Ponceau McCully, 1981)
Azul de (Fisher 1968)
coomassie
POLISSACARIDEOS  Polissacarideos (PAS) (O’Brien &
gerais McClully, 1981)
Lugol
Amido (Johansen 1940)
Vermelho de
Pectinas Ruténio (Johansen 1940)

Tabela 2. Resultados das reagdes para detec¢ao das principais classes de compostos na
regido mediana da lamina foliar, na margem e no peciolo de Microstachys serrulata.

GRUPO DE TESTE Nectario Laticifero
METABOLIT APLICADO
[0)
LIPIDEOS Lipideos totais Sudan IV - -
Borracha Oil Red - -
COMPOSTOS Compostos Dicromato de - -
FENOLICOS fenolicos gerais potéssio
ALCALOIDES Alcaldides Reagente de Wagner - -
Xilidine Ponceau + +
PROTEINAS Proteinas
Azul de coomassie +
POLISSACARIDE  Polissacarideos (PAS) + +
OS gerais
Lugol - +
Amido
Pectinas/mucila Vermelho de - -
gem Ruténio
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Figura 1. Microstachys serrulata no campo. A campo Rupestre sob canga. B habito
arbustivo. C ramo reprodutivo. D seta branca indicando uma gota de latex.
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Figura 2. Nectario foliar crateriforme de Microstachys serrulata. A material corado com azul de
toluidina. B branco. C azul de Coomassie evidenciando proteinas coradas fortemente de azul na regido
secretora. D PAS evidenciando polissacarideos gerais. ep: epiderme, ct: cuticula, es: epiderme
secretora, pn: parénquima nectarifero. Barra de escala = 50 yum.

17



Figura 3. Laticiferos ndo articulados ramificados no mesofilo de Microstachys serrulata. la:
laticifero. Barras de escala = 30 um
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Figura 4. Testes histoquimicos evidenciando a composi¢ao quimica do latex contido
nos laticiferos de Microstachys serrulata. A branco. B Lugol evidenciando graos de
amido em formato de bastdo. C PAS evidenciando polissacarideos gerais. D Xylidine
Ponceau indicando proteinas. E Sudan IV evidenciando lipidios gerais. F Oil red
evidenciando particulas de borracha. am: graos de amido, la: laticifero. Barras de
escala=A, B 50 um; C 80 um. D, E, F 50 um.
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Figura S. Ultraestrutura do nectario craterifome na folha de Microstachys serrulata. A epiderme
secretora em palicada com nucleo alongado, plasmodesmos e citoplasma denso. B detalhe da
célula secretora com plastidios de formato ameboide e mitocondrias. C, D numerosas
mitocondrias, reticulo endoplasmatico, vacuolos e plastidio. E mitocondrias e dictiossomos. F
detalhe dos plasmodesmos conectando as células secretoras adjacentes. Cabeca de seta:
dictiossomo, le: leucoplasto, estrelas mitocondrias, nu: ntcleo, pa: plasmodesmos, pl: plastidio,
seta: reticulo endoplasmatico rugoso, va: vactiolo. Barras de escala= A 2um, B-F 1 um.
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Figura 6. Ultraestrutura da glandula crateriforme na folha de Microstachys
serrulata. (A) Célula do parénquima nectarifero com parede delgada, citoplasma
denso com alta quantidade de mitocondrias, vactolos e leucoplastos. (B) detalhe da
célula do parénquima secretor evidenciando mitocdndrias e um grande vacuolo com
secrecdo. (C) detalhe das mitocondrias com cristas evidentes formato alongado (seta
branca) e arredondado (seta preta) e complexo de golgi (cabeca de seta). (D) detalhe
do nucleo, vactolos cheio de secre¢do. (E) Célula do parénquima secretor com
nucleo evidente, célula do parénquima contendo cloroplastos com graos de amido.
am: graos de amido, di: dictiossomo, le: leucoplastos, mi: mitocondria, nu: nucleo,
va: vacuolo. Barras de escala= A-B S5um, C 1um, D-E 5 um.
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Figura 7. Ultraestrutura da glandula foliar de Microstachys
serrulata. (A) célula da porg¢ao periférica com ntcleo alongado,
grande quantidade de vactolos e parede aderida. (B) célula da
por¢dao central com nucleo conspicuo, pouca quantidade de
vacuolo e amplo espaco intercelular cheio de secre¢do. Cu:
cuticula, estrelas: secre¢do, nu: nucleo, setas brancas: parede
celular aderida, cabega de seta branca: parede celular ndo
aderida, va: vacuolo. Barras de escala= A-B 2um.
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Figura 8. Ultraestrutura da glandula foliar Microstachys serrulata. Eventos que
descrevem a eliminagdo da secregdo. (A) vesiculas saem do dictiossomo e se aderem
a membrana plasmadtica e a secre¢do se acumula no espago periplasmatico. (B)devido
a dissolug@o da lamela média a secre¢do ¢ acumulada no espago intercelular. (C) o
grande acumulo de secrecdo no espago subcuticular desloca a cuticula. (D) ocorre
ruptura da cuticula e liberagdo da secregdo. (E) cuticula se reconstituindo (F) cuticula
reconstituida e a secre¢do eliminada. Asteriscos: espago intercelular com secregdo,
cabeca de seta preta: espago periplasmatico, cabeca de seta branca: dictiossomos, es:
espaco subcuticular, seta branca: vesiculas, seta preta: cuticula. Barras de escala = A
500nm, B 2pum, C-F 1 um.
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Discussao

A estrutura anatdmica, os compartimentos celulares e a auséncia de compostos
lipidicos e deteccao de secregdo rica em proteinas e polissacarideos permitem-nos
concluir que as glandulas marginais crateriformes de M. serrulata sdo nectarios. Os
laticiferos s@o nao articulados ramificados e o latex ¢ esbranquicado de aspecto leitoso
rico em proteinas e polissacarideos além de conter graos de amido em formato de

bastdo, lipidios e borracha.

Anatomicamente o nectario foliar de M. serrulata com epiderme secretora em
palicada, parénquima secretor subepidérmico e vascularizagdo ¢ semelhante as
glandulas marginais descritas para as outras 15 espécies de Microstachys
anatomicamente avaliadas (capitulo I). O arranjo em pali¢ada das células epidérmicas
do nectério de M. serrulata também foi reportado em espécies de outros géneros de
Euphorbiaceae, como em Sapium biglandulosum Miiell. Arg. da tribo Hippomaneae
(Coutinho et al. 2010), em espécies da tribo Crotoneae, como Croton fragrans
(Vitarelli et al. 2015), C. urucurana Baill. (Feio et al. 2016) e C. sarcopetalus Miill.
Arg. (Freitas et al. 2001).

A forma, a posicao e a estrutura anatomica dos nectarios foliares tém sido
enfatizadas como caracteres importantes para a taxonomia de Euphorbiaceae. O
formato crateriforme do nectario marginal de M. serrulata é comum entre as espécies
de Microstachys (Pscheidt, 2015). Assim, os nectarios crateriformes marginais nas
folhas podem ser indicados como caracteristica diagnostica para o género. Em
Euphorbiaceae, ja foram descritos outros formatos de nectarios foliares dentre eles,
pateliforme em Croton sarcopetalus (Freitas et al. 2001), séssil em Croton imbricatus
(Vitarelli et al. 2015), globular em C. echinocarpus (Feio et al. 2016) e circular
reportado em Maprounea brasiliensis (Delgado et al. 2014). De acordo com Vitarelli
et al. (2015) a presenca de um par de nectdrio acropeciolares ¢ caracteristico da se¢io
Cleodora, e a semelhanga anatdmica entre os nectarios foliares das espécies de Croton
e Brasiliocroton reforca a proximidade filogenética entre os dois géneros. Os
caracteres morfologicos, ontogenético e a presenga de nectdrios ndo vascularizados em
Astrea e vascularizados em Croton sustentam a segregacdo desses dois géneros (De-
Paula et al. 2011). A confirmagdo da presenca, aliada a descricdo da forma dos

nectarios foliares €, portanto, uma caracteristica promissora para a taxonomia de
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Euphorbiaceae que merece atencao em futuros trabalhos sistematicos no grupo.

O tamanho diminuto e a exsudacao por epiderme secretora em palicada podem
estar relacionados a pequena quantidade de exsudado produzido pelos nectéarios de M.
serrulata. De acordo com Paiva et al. (2017), nectérios extraflorais geralmente nao
possuem estématos, o que implicaria em uma menor quantidade de néctar produzido,
quando comparados com aqueles que possuem. Adicionalmente, fatores ambientais
como a temperatura, umidade atmosférica e do solo podem influenciar a composi¢ao
e a quantidade do néctar produzido pelos nectarios (Fanh 1979; Nicolson et al. 2007).
Apesar de nao ter sido notada exsudagao nos nectarios foliares de M. serrulata, foram
detectados proteinas e carboidratos o que evidencia a atividade destas estruturas.
Resultados semelhantes foram obtidos para nectarios foliares de outras espécies de
Euphorbiaceae, que também foram histoquimicamente avaliados, como em Ricinus
comunis (Fahn, 1979), Sapium biglandulosum (Coutinho et al. 2010), em Croton
echinocarpus e em C. urucurana (Feio et al. 2016). O néctar ¢ uma solucao agucarada
composta por glicose, frutose e sacarose, mas também pode conter outras substancias

como proteinas e polissacarideos (Nicolson et al. 2007).

As caracteristicas ultraestruturais presentes nas células secretoras do nectario
de M. serrulata, tais como: nicleo conspicuo, numerosas mitocondrias, dictiossomos,
reticulo endoplasmatico rugoso, plastidios e plasmodemos, foram relatadas como
tipicas de nectarios e sdo um indicativo de alta atividade metabolica das células
secretoras (Fahn 1988; Freitas e Paoli 1999; Paiva e Machado 2006; Gongalves-Souza
et al. 2016). A ocorréncia de numerosas mitocondrias confirma que o processor
secretor requer alta demanda energética (Liittge 1971; Fanh 1979). A ocorréncia de
dictiossomos e reticulo endoplasmatico rugoso estd de acordo com a natureza quimica
da secrecdo produzida, j& que os testes histoquimicos confirmaram a natureza
polissacaridica e proteica da secrecdo produzida por M. serrulata e sdo organelas

comuns em nectarios (Fahn, 1988).

Numerosos plasmodesmos observados entre as células do parénquima secretor
subepidérmico e as células da epiderme secretora em palicada observados em M.
serrulata evidenciam a via simplastica de transformacdo do pré-nectar em néctar
(Liittge 1971; Fahn 1988; Gongalves-Souza et al. 2016). Adicionalmente aosagucares
e dgua transportados pelo xilema e floema que vascularizam o nectério de M. serrulata,

a presenca de cloroplastos contendo graos de amido no parénquima adjacente indica a
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contribuicdo desta fonte de agucares para compor o néctar exsudado. Resultados
semelhantes foram reportados para nectarios foliares de Hymenaea stigonocarpa Mart.
ex Hayne (Leguminoseae), de acordo com os autores cloroplastos contendo graos de
amido préximos aos nectarios, indicam a participacdo dessas organelas na produgao

do néctar (Paiva e Machado et al. 2006).

As evidéncias ultraestruturais indicam que a exsudacdo do néctar pelo nectario
foliar de M. serrulata ocorra em ciclos de producdo, rompimento e recomposi¢ao da
cuticula. Este evento ¢ compativel com o modelo de secrecio proposto por Paiva et al.
(2017). Este autor descreve o deslocamento, ruptura e recomposi¢cdo da cuticula em
nectarios cuja epiderme ¢ destituida de estomatos, como ocorre em M. serrulata. O
deslocamento inicial da cuticula pelo acumulo de secre¢do no espaco subcuticular gera
a pressdo que promove a ruptura da cuticula e consequente liberagao do néctar, com

posterior recomposi¢ao da cuticula.

A presenca de laticiferos nao-articulados ramificados no mesofilo e peciolo,
proximos aos feixes vasculares de M. serrulata, também foi relatada em Euphorbia
antiquorum (Kumar et al. 2012), e em espécies de Croton (Vitarelli et al. 2015). Essas
estruturas secretoras sao bastante comuns em Euphorbiaceae, € foram apontadas como
caracteres plesiomorficos na familia (Rudall, 1994). Os laticiferos representam
caracteres importantes na taxonomia de Euphorbiaceae, pois em espécies de Crofon,
brasiliocroton e Astrea, a presenca de laticiferos ndo-articulados juntamente com
outros caracteres foliares indicam a semelhanca morfologica entre os trés géneros da
tribo Crotoneae (S4-Haiad et al. 2009). Embora os estudos sobre laticiferos na
subfamilia Euphorbioideae sejam bem documentados, ainda sdo necessarios estudos

anatomicos mais acurados na tribo Hippomaneae.

Em M. serrulata o l1atex apresenta coloracao branca e aspecto leitoso o que foi
considerado como uma caracteristica tipica da tribo Hippomaneae (Gilbert, 1994). O
latex presente em M. serrulata possui substancias hidrofilicas, tais como: proteinas e
polissacarideos, essa informa¢do corrobora dados relatados sobre a presenca de
substancias hidrofilicas no latex de outras espécies de Euphorbiaceae como: Euphorbia
sipolisii e Joannesia princeps (Gagliardi et al. 2016). Graos de amido em formato de
bastdo observados no latex de M. serrulata foram relatados por Biesboer e Mahlberg
(1981) em outras espécies de Euphorbiaceae, esses autores descreveram a morfologia
dos graos de amido presentes nas espécies de Euphorbia, um dos maiores
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géneros de Euphorbiaceae, com uma grande variabilidade morfologica (Horn et al.
2012). Eles descreveram formato fusiforme (E. myrsinites), osteoide (E.
pseudocactus), discoide (E. lactea) e o formato em bastdo em (E. lathyris) como o
encontrado em M. serrulata. Com base nas diferentes morfologias destes graos de
amido, os autores separaram grupos de espécies dentro de Euphorbia, veritficando qual
tipo predominava em cada grupo. As espécies suculentas cactiformes possuem graos
de amido no formato ostedide e discoide, as suculentas ands osteoides, as herbaceas
possuem o formato bastdo, as suculentas o formato de fuso, as suculentas de
Madagascar e as suculentas coralline o ostedide. Assim, um estudo sistematico sobre
a presenga e formato dos graos de amido do latex de Hippomaneae sdo necessarios

para se averiguar a seu potencial uso em estudos taxondmicos e sistematicos.

Com base no estudo anatémico, histoquimico e ultraestrutural pode-se concluir
que as glandulas marginais crateriformes de M. serrulata sdo nectarios. Estes
diminutos nectarios produzem pouco exsudado, mas suas células exibem
caracteristicas histoquimicas e ultraestruturais relacionadas a alta atividade secretora
que seguem o padrio registrado para espécies de Euphorbiaceae. Os laticiferos de M.
serrulata sdao nao-articulados ramificados e produzem latex rico em proteinas e

polissacarideos.
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Premissa da pesquisa: Com base nos estudos morfoldgicos e filogenéticos
Micrsotachys foi reestabelicido como um género distinto de Sebastiania. Os caracteres
anatomicos sdo dados adicionais que corroboram a distingdo desses géneros, bem
como o reconhecimento das espécies dentro de cada tdxon.

Metodologia: Para anélise em microscopia de luz, foram utilizados protocolos usuais.
Amostras foliares foram incluidas em historresina, seccionadas, coradas e as laminas
montadas com resina sintética. Parte das amostras foi submetida a técnica de
diafanizacao para observagao dos padrdes de vascularizagao e tipologia de estdmatos.
Resultados principais: Lamina foliar plana, epiderme unisseriada, estomatos
paraciticos, mesofilo dorsiventral, nervura central projetada para face adaxial, feixe
colateral, parénquima palicadico na nervura central e traqueides alargadas sdo
caracteres comuns aos dois géneros. Destacam-se como caracteres distintivos a
margem serreada com células epidérmicas altas, epiderme com tricomas simples e
estrelados, cuticula estriada e células com contorno reto a levemente ondulado, folhas
anfiestomaticas, nervuras de menor porte areoladas com terminagdo dicotomica,
presenga de nectarios marginais ou submarginais crateriformes em Microstachys. Em
Sebastiania a margem foliar é denteada e ndo apresenta células altas, a cuticula ¢ lisa
e a parede das células epidérmicas ¢ sinuosa, as folhas sdo hipoestomaticas, glabras e
eglandulares, nervuras de menor porte sdo areoladas com terminagdo dendritica.
Nectarios com crateriforme ocorrem em posi¢cdo marginal somente em S. klotzchiana,
e S. serrata. A nervura central € projetada para a face adaxial, o feixe ¢ colateral, e
laticiferos foram observados somente em S. brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa,

S. jacobinensis, S. macrocarpa.

Conclusoes: Os caracteres anatdomicos foliares sdo uteis para distinguir as espécies de
Microstachys e Sebastiania, sendo possivel diferenciar as espécies a partir dos
caracteres vegetativos. Nao foram detectados caracteres que pudessem definir os dois
clados neotropicais de Microstachys. A presenga de nectarios na margem de S.
klotzchiana, S. membranifolia e S. serrata e de laticiferos em S. brasiliensis, S.
brevifolia, S. glandulosa, S. jacobinensis, S. macrocarpa deve ser avaliada em futuros
tratamentos taxondmicos.

Palavras chave: anatomia foliar, nectarios crateriformes, laticifero, Microstachys

Neotropical.
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Premise of the study: This study aims to identify leaf anatomical characters helpingto
distinguish species of Microstachys and Sebastiania. In addition, it was analyzed
whether any morphological feature may contribute to differentiate these two genera.
In additional, the two Neotropical clades of Microstachys hypothesized by molecular
phylogeny were compared in order to find anatomical differences.

Methods: Standard methodology for light microscopy were utilized. Leaf samples
were embedded in historesin, sectioned, stained and mounted in resin. Part of the
samples was cleared to visualize the leaf venation pattern and stomata.

Key Results: Flat leaf blade, uniseriate epidermis, paracytic stomata, dorsiventral
mesophyll, central vein designed for adaxial face, collateral bundle, palisade
parenchyma in the central vein and broad tracheids are the common species of both
genera. Distinguishing features are the serrated margin with high epidermal cells,
epidermis with simple and starched trichomes, striated cuticle, and cells with straight
contour with a wavy plane, amphistomatic leaves, smaller veins with dichotomous
termination, presence of marginal or submarginal glands crateriformes in
Microstachys. In Sebastiania the foliar membrane is dentiated and the cells high cuties,
glabrous and eglandular, smaller veins are bordered with dendritic terminations.
Nectaries with a crateriform shape are only marginal in S. klotzchiana, S.
membranifolia and S. serrata. The central vein is projected to an adaxial face, which
is collateral, and laticiferous were observed only in S. brasiliensis, S. brevifolia, S.
glandulosa, S. jacobinensis, S. macrocarpa.

Conclusions: Anatomical characters are useful in  distinguishing species of
Microstachys and Sebastiania, and it is possible to differentiate species using
vegetative traits. No character helping defining both Neotropical clades of
Microstachys could be detected. The presence of marginal glands in S. klotzchiana and
S. serrata, and laticifers in S. brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa, S. jacobinensis
and S. macrocarpa should be evaluated in further taxonomical treatments.

Keywords: crateriform nectaries, laticifers, leaf anatomy, Neotropical clades of

Microstachys.
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INTRODUCAO

Microstachys foi descrito por Jussieu (1824) e circunscrito como uma se¢ao de
Sebastiania (Spreng.) na tribo Hippomanneae (Euphorbiaceae, Euphorbioideae).
Devido a semelhanga morfologica com outros géneros da tribo, algumas espécies de
Microstachys foram circunscritas em Stillingia Garden ex L. e até mesmo, em Tragia
L., da tribo Plukenetiae (Govaerts et al. 2000). A complexidade taxondmica de
Microstachys ¢é reforcada pelo tamanho reduzido e uniformidade de suas flores que
dificulta a diferenciagdo das espécies, além de serem comuns erros de identificagdo em
colecdes herborizadas e também em listas de espécies (Pscheidt 2015).

Microstachys e Sebastiania sdo frequentemente confundidos (Esser 1998) por
compartilharem algumas vezes inflorescéncias bissexuais (tirsos espiciformes), com
flores solitarias ou reunidas em grupos de dois a trés, sendo as pistiladas dispostas na
por¢ao proximal e as estaminadas na por¢ao distal do eixo principal; estames livres ou
conados na base; calice trilobado ou com sépalas livres; pétalas e disco estaminal
ausentes e ovario tricarpelar com trés estiletes inteiros (Esser 2001; Pax & Hoffmann
1912; Webster 1994).

As espécies de Microstachys apresentarem habito herbaceo ou subarbustivo;
margem foliar inteira ou com denticulos e glandulas na regido submarginal do limbo,
algumas vezes marginais; inflorescéncias opositifolias; ovarios e frutos corniculados e
sementes carunculadas (Pscheidt e Cordeiro 2012; Pscheidt, 2015). Enquanto que as
espécies de Sebastiania sao arbustos ou arvores, raramente subarbustos com margem
foliar serreada, raro inteiras, limbo eglandulares, apresentam flores pistiladas sésseis
ou curtamente pediceladas, flores pistiladas sésseis ou curtamente pediceladas, flores
estaminadas aclamideas ou monoclamideas, sépalas livres, ovério e frutos lisos raro
equinados, sementes ecarunculadas, e columela persistente com excrecéncia carnosa
(Esser 1994, Melo 2006).

Atualmente, Microstachys compreende 24 espécies, destacando-se como um
dos maiores géneros de Hippomaneae. Trata-se de um tdxon predominantemente
tropical, com (M. acetosella (Milne-Redh.) Esser, M. dalzielii (Hutch.) Esser, M.
faradianensis (Beille) Esser e M. linearis (J. Léonard) Pscheidt, Cordeiro & Esser)
ocorrendo nos Paleotropicos em savanas africanas em planicies arenosas da Asia e da
Australia (M. chamaelea (L.) Miill. Arg.). J& as 19 espécies Neotropicais, ocorrem
somente na América do Sul, sendo o Brasil considerado o centro de diversidade do
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género (Pscheidt 2015). As espécies americanas estao distribuidas em fitofisionomias
de Campos Rupestres, Caatinga, Cerrado e Restinga, com espécies endémicas ou de
distribuicdo restrita ou ampla.

Recentemente foi realizado um estudo filogenético com 15 espécies
Neotropicais de Microstachys resultando em uma arvore com dois clados: o clado 1
composto por Microstachys bidentata (Mart. & Zucc.) Esser, M. corniculata (Vahl)
A. Juss. ex Griseb., M. daphnoides (Mart.) Miill. Arg., M. glandulosa (Mart. & Zucc.)
Esser & M. J. Silva, M. hispida (Mart.) Govaerts, M. revoluta (Ule) Esser, M.
salicifolia (Mart. & Zucc.) M. J. Silva e M. uleana (Pax & K. Hoffm.) Esser, sao
morfologicamente homogéneas e tem ampla distribui¢do no Cerrado, Campo Rupestre
e Restinga, exceto M. revoluta e M. uleana. J& M. ditassoides (Didr.) Esser, M.
heterodoxa (Mill. Arg.) Esser, M. marginata (Mart.) Klotzsch ex Miill. Arg., M. nana
M. J. Silva & Esser, M. nummularifolia (Cordeiro) Esser e M. serrulata (Mart.) Miill.
Arg.) pertencem ao clado 2 e sdo morfologicamente heterogéneas com distribui¢ao
restrita ou endémica, na Caatinga, Cerrado, Campo Rupestre ou Restinga (Pscheidt
2015). Embora Microstachys tenha sido considerado monofilético e Sebastianiatenha
emergido como grupo irmao, ndo foram reconhecidas sinapomorfias morfoldgicas que
dessem suporte a estes clados (Pscheidt 2015).

Devido a sua complexidade morfologica, Sebastiania é considerado um género
taxonomicamente complexo e constituido por um nimero inconstante de espécies (Pax
e Hoffmann 1912). Trata-se de um género essencialmente Neotropical € composto por
79 espécies (Pax e Hoffmann 1912). Grande parte desses problemas foi solucionada
por Esser (1994), o qual restringiu o conceito de Sebastiania a secdo homonima
(Sebastiania sect. Sebastiania), que compreende cerca de 25 espécies. As demais
espécies pertencentes as outras seis secOes de Pax e Hoffmann (1912), embora
necessitando de revisdo, foram segregadas de Sebastiania e alocadas em Gymnanthes
Sw., Microstachys A. Juss. Ditrysinia Raf. e Pleradenophora H.-J. Esser. Melo (2006)
ao revisar o género Sebastiania prop0s uma nova circunscricdo com 17 espécies, sendo
12 espécies de ocorréncia na América do Sul e o Brasil apontado como centro de
diversidade do género. Esta nova circunscri¢ao foi principalmente baseada no formato
das glandulas das bréacteas, morfologia e tipo de nervagdo foliar, posicdo da
inflorescéncia e na morfologia do fruto e semente. E importante ressaltar que este
trabalho foi baseado nos estudos de Pax e Hoffmann (1912, 1924), Esser (2001) e

Govaerts et al. (2000), uma vez que a revisdao de Melo (2006) estd em vias de
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publicacdo. O estudo filogenético realizado com Euphorbiaceae fundamentando-se em
dados moleculares, apontou Sebastiania como polifilético (Wurdack et al. 2005).
Melo (2006) salientou que em face da ampliacdo do conhecimento referente a
morfologia das espécies e a atribuicdo de maior valor a caracteres tais como glandulas
foliares, frutos e sementes, uma nova concepgao das relagdes entre os géneros da tribo
Hippomaneae estd se formando. Nesse sentido, a investigagdo de caracteres
anatomicos se faz necessaria para Microstachys e Sebastiania visando auxiliar na
distingdo das suas espécies. Os caracteres anatomicos foliares tém se mostrado uteis
na resolucdo de problemas taxonomicos em diferentes familias de monocotiledoneas
(Bromeliaceae -Montovani et al. 2012) e eudicotiledoneas (Malpighiaceae- Aratjo et
al. 2010; Salicaceae Thadeo et al. 2014; Sapotaceae - Almeida- Jr et al. 2013). Nos
estudos taxonomicos de Euphorbiaceae o tipo, a posi¢do ¢ a composi¢do quimica das
estruturas secretoras sao relevantes, Vitarelli et al. (2015) identificaram cinco tipos de
estruturas secretoras nas espécies das se¢oes Cleodora e Lamprocroton (coléteres,
idioblastos, laticiferos, nectarios extraflorais e tricomas secretores) as quais podem
servir como marcadores morfologicos contribuindo em estudos taxondmicos em
Crotoneae. A semelhanca anatdmica e posi¢ao das estruturas secretoras encontradas
em Croton echinocarpus Baill. e C. urucurana Baill. refletem a proximidade
filogenética entre essas espécies (Feio et al. 2016; Rinna et al. 2009). A similaridade
anatomica dos nectarios extraflorais sustenta a proximidade entre Crofon L. e
Brasiliocroton P. E. Berry & Cordeiro (Vitarelli et al. 2015). A presenca de tricomas
glandulares capitados ¢ caracteristica das espécies de Hancea Seem, enquanto que os
tricomas glandulares em forma de disco sdo tipicos das espécies de Mallotus Lour.
(Pecnikar et al. 2012), e tais caracteres mostraram-se uteis para a diferenciacio
infragenérica nestes dois tdxons. Em Manihot, a presenca de epiderme papilosa ¢ uma
caracteristica importante na distingdo de M. violacea Pohl e M. jacobinensis Miill.
Arg., uma vez que as demais espécies possuem epiderme com cé€lulas unisseriadas de
formato retangular (Neto et al. 2014). Feio et al (2018) elencaram caracteres
anatomicos uteis na distin¢ao das espécies da secdo Cyclostigma como: presenca de
uma hipoderme fasciculada, tricomas em formato de almofada, tricomas dendriticos e
auséncia de nectarios na margem foliar das espécies. Quanto a subfamilia
Euphorbioideae, existem poucos trabalhos que reportam caracteres anatomicos. No
trabalho de Raju e Rao (1977) estriagdes cuticulares, presenga de idioblastos

mucilaginosos na epiderme, a presenca de idioblastos contendo cristais do tipo drusas,
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o tipo de estdmato, sendo comum o paracitico, foram relatados como caracteres tipicos
desta subfamilia. Mennega (2005) descreveu anatomia da madeira das espécies de
Euphorbioideae, reconhecendo caracteres de valor para a taxonomia, caracteres
anatomicos do lenho confirmaram a proximidade entre Acalyphoideae, Crotonoideae
e Euphorbioideae. Também sdao tidos como raros os trabalhos reportados para
Hippomaneae. Foram anatomicamente descritas folha de Colliquaya odorifera
(Summers 1910); a inflorescéncia axial e a estipula das espécies de Incadendron
(Wurdack e Farfan-Rios) e na monografia de Sapium foram reportados caracteres
morfologicos tais como: formato da folha, tipo de venacao, formato das glandulas
peciolares e bracteolares (Kruijt 1996). Fica evidente, portanto que nos trabalhos em
Euphorbioideae os caracteres morfologicos ¢ moleculares sdo mais comumente
utilizados nas abordagens filogenéticas (Esser 2012; Athié-Souza 2011; Pscheidt
2015).

Dessa forma, elaboramos as seguintes perguntas:
[ Existem caracteres ou conjunto de caracteres anatdmicos que contribuem para a
separagdo de Microstachys e Sebastiania e que podem ser indicados como possiveis
sinapomorfias micromorfologicas?
I. Serdo evidenciados caracteres que podem ser indicados como possiveis
sinapomorfias micromorfoldgicas para os dois clados reconhecidos para Microstachys
dos Neotropicos?
I Os nectarios foliares crateriformes de Microstachys podem variar em posi¢ao?
IV. As folhas de Sebastiania nao possuem nectarios?

V. Laticiferos estdo presentes em Microstachys e ausentes em Sebastiania?

Os objetivos do presente trabalho sdo verificar se os caracteres anatdmicos
foliares corroboram a distingdo de Microstachys e Sebastiania, verificar se os
caracteres anatdmicos corroboram a formacao dos clados Neotropicais apontados na
filogenia molecular de Microstachys e indicar possiveis sinapomorfias

micromorfologicas para Sebastiania e Microstachys.

MATERIAL E METODOS

Foram amostradas as 15 espécies Neotropicais de Microstachys (Quadro 1),
conforme a revisdo taxondmica do género (Pscheidt 2015), obtidas em exsicatas

depositadas no herbario do Instituto de Botanica de Sdo Paulo (SP). Treze espécies
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Neotropicais de Sebastiania (Quadro 2), identificadas conforme tratamento
taxondmico de Pax e Hoffmann (1912) foram selecionadas e as amostras,
preferencialmente contidas em envelopes nas excicatas, foram obtidas de exsicatas
provenientes do herbario Vasconcelos Sobrinho (PEUFR) e dos herbarios estrangeiros

“Field Museum Herbarium” (F) e Herbario Nacional do México (MEXU).
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Quadro 1. Lista de espécies de Microstachys analisadas compreendendo os dois clados
Neotropicais, seus respectivos vouchers e ambientes de ocorréncia, conforme registrado nas
exsicatas depositadas no herbario Instituto de Botanica em Séo Paulo (SP).

CLADO NEOTROPICAL I

Espécies Voucher Ambiente
M. bidentata Individuol Col: AC Pscheidt 116 Cerrado
SP442657
Individuo 2 Col: ML Fonseca 6139 | Cerrado
SP465159
Individuo 3 Col: NFO Mota 2069 Cerrado
SP471055
M. corniculata Individuo 1 Col: M Nee 46075 Restinga

SP3446990

Individuo 2 Col: MM Arbo 5806
SP258752

Campo Rupestre

Individuo 3 Col: AM Miranda 4482
SP373399

Caatinga

M. daphnoides

Individuo 1 Col: J Semir 3374
SP142972

Campo Rupestre

Individuo 2 Col: JG Jardim 3648
SP360546

Cerrado

Individuo 3 Col: AM Giulietti 6152
SP

Campo Rupestre

M. glandulosa

Individuo 1 Col: 89 SP 443571

Campo Rupestre

Individuo 2 Col: R Siméao-Bianchini
1823

Campo Rupestre

Individuo 3 Col: 154 SP470969

Campo Rupestre

M. hispida Individuo 1 Col: 19790 SP14127 Serra do Espinhago (mata de
galeria)
Individuo 2 Col: 502 SP279959 Serra do mar (Restinga)
Individuo 3 Col: 421 SP Cerrado
M. revoluta Individuo 1 Col: BS Andrade 17 Campo Rupestre

SP420479

Individuo 2 Col: AC Pscheidt 193
SP452820

Campo Rupestre

Individuo 3 Col:

Campo Rupestre

M. salicifolia

Individuo 1 Col 3182 SP363301

Campo Rupestre

Individuo 2 Col: AC Pscheidt 171

Campo Rupestre

Individuo 3 Col 1399 SP471058

Cerrado

M. uleana

Individuo 1 Col: JP Souza 4987 SP
385092

Campo Rupestre

Individuo 2 Col: A Francener 1396 | Cerrado
SP 471054
Individuo 3 Col: AC Pscheidt 192 Cerrado

SP452821
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continuacao

CLADO NEOTROPICAL 11

M. anisodonta

Individuo 1 Col:

613 SP 215894

Campo Rupestre

Individuo 2 Col:

174 SP 215894

Cerrado

Individuo 3 Col:

12846 SP 106143

Cerrado

M. ditassoides

Individuo 1 col: 2811 SP 251593

Campo Rupestre

Individuo 2 Col:

2154 SP 464918

Campo Rupestre

Individuo 3 Col:

120 SP 442661

Cerrado

M. heterodoxa

Individuo 1 Col:
SP 452823

AC Pscheidt 198

Campo Rupestre

Individuo 2 Col:
471001

OLM Silva 174 SP

Campo Rupestre

Individuo 3 Col:
203 SP385298

MER Junqueira

Caatinga

M. marginata

Individuo 1 Col:
192004

I Cordeiro 3395 SP

Campo Rupestre

Individuo 2 Col:
471003

OLM Silva 176 SP

Campo Rupestre

Individuo 3 Col:

AC Pscheidt 142

Cerrado/Campo Rupestre

M. nana

SP 443603

Individuo 1 col: I Cordeiro 3375 SP | Cerrado
446494

Individuo 2 Col: 3375 SP 446494 Cerrado

Individuo 3 Col:
SP 445017

AC Pscheidt 187

Porto Amazonas

M. nummularifolia

Individuo 1 Col:
452680

CV Vidal 180 SP

Campo Rupestre

Individuo 2 Col:

AC Pscheidt 145

Campo Rupestre

M. serrulata

SP 443601

Individuo 3 Col: RM Harley 25047 | Campo Rupestre/ Cerrado
SP 266930

Individuo 1 Col: 416 SP 443056 Cerrado

Individuo 2 Col: 9753 SP 131056 Cerrado

Individuo 3 Col:

41 SP446548

Mata secundaria
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Quadro 2. Lista de espécies de Sebastiania analisadas, seus respectivos vouchers e ambientes de
ocorréncia conforme registrado nas exsicatas depositadas nos Herbarios Vasconcelos Sobrinho

(PEUFR), Field Museum (F) e Hebario Nacional do México (MEXU).
Espécies Numero do coletor Ambiente

S. brasiliensis Individuo 1: col: Pirani JR & Jano
0511

Individuo 2: col: Custosio F et al.
844

Individuo 3: Cordovil et al. 4406
S. brevifolia Individuo 1: col: Harley M et al. Campo rupestre
28445

Individuo 2: col: 38738

Individuo 3: col: Fernandes A et
al. 40269 F

S. glandulosa Individuo 1: col: Martinez S 28192
MEXU

S. integra Individuo 1: col: 8459 F Savanas assentadas sobre
rochas calcarias

S. jacobinensis Individuo 1: col: Laurénio et al. Caatinga

2056

Individuo 2: col: Alcoforado FG
41

Individuo 3: col: Luuna RFP
43843

S. klotzschiana Individuo 1: col: 25 Caatinga
Individuo 2: col: Ruhlmann M et
al. 40

S. macrocarpa Individuo 1: col: Rodal MJN et al. | Caatinga
826

Individuo 2: col: 51331

S. membranifolia Individuo 1: col: Barros F 2504
Individuo 2: col: Irwin HS et al.
17495

Individuo 3: col: Souza VC et al.
20098

S. pavoniana Individuo 1: col: Martiez 689
MEXU

S. pallens Individuo 1: col:Valeur E.J 725 F | Florestas de Montanha e
Savana

S. riparia Individuo 1: col: Silva RA et al.
1739

Individuo 2: Coelho DM et al. 466
S. serrata Individuo 1: col: Hoehne FC
53492

Individuo 2: col: Catharino ELM
79

S. trinervia Individuo 1: col: Blanchet 3657 F

Foram amostrados pelo menos trés individuos de cada espécie de Microstachys e
de Sebastiania, e foram retiradas folhas expandidas em bom estado de preservagao (Quadro
1 e 2). Estas amostras foram submetidas ao processo de reversao de herborizagcdo (Smith e
Smith 1942), desidratadas em série etilica e armazenados em etanol 70%.

Fragmentos das folhas contendo a regido apical do peciolo e da por¢cao mediana
da lamina foliar (nervura central e margem com e sem nectarios) foram incluidos em
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historresina (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha). Foram obtidos cortes
transversais com Spum de espessura em um micrétomo rotativo de avango automatico
(modelo RM2265, Leica Microsystems Inc., Deerfield, USA), utilizando navalhas de
vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina pH 4,7 (O'Brien e McCully 1981)
e as laminas montadas com resina sintética (Permount-Fisher).

Para proceder a caracterizagdo da terminagao da aréola, tipo de estdmato, contorno
da parede e o padrao de vascularizagao da margem, folhas inteiras foram submetidas ao
processo de diafanizac¢ao, conforme metodologia proposta por Vasco et al. (2014).

A descrigdao da forma da lamina foliar e do padrao de terminagao da aréola foi
baseada em Ellis et al. (2009). O sistema vascular do peciolo ¢ o tipo de estdmatos foram
caracterizado conforme Metcalfe e Chalk (1979). Os herbarios foram codificados de
acordo com Thiers, B.

As observagdes e a captura de imagens foram realizadas em microscopio de luz
(modelo Olympus® AX70TRF) com sistema U-Photo, com camara digital acoplada
(modelo: Zeiss HRC), no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de
Vicosa.

RESULTADOS

Morfologia foliar de Microstachys A. Juss. e Sebastiania Spreng.

Em todas as espécies de Microstachys as folhas sdo pequenas, variando de 3 mm
em M. revoluta até¢ 8§ mm como em M. salicifolia (fig. 1). Na maioria das espécies a lamina
foliar ¢ plana (fig. 1 B-C), exceto em M. revoulta e M. ditassoides que apresentam a
margem convoluta (encurvada para a face abaxial), assumindo uma conformacao ericoide
(fig. 1A). As folhas de todas as espécies de Sebastiania sdo maiores que as de
Microstachys, medindo por volta de 100 mm de comprimento. A maioria das espécies
possui tricomas simples (fig. 1B). A margem da lamina foliar ¢ inteira em M. uleana, M.
revoluta e M. marginata (fig. 2A); serreada em M. corniculata, M. daphnoides, M.
glandulosa, M. hispida, M. anisodonta, M. ditassoides, M. nana e M. serrulata (fig. 2B)
e denteada em M. bidentata, M. nummularifolia, M. heterodoxa e M. daphnoides (fig. 2C,
D).

Nectérios de formato crateriforme foram observadas em todas as espécies de
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Microstachys, entretanto a posi¢do pode variar (fig. 3A-B). Em M. anisodonta M.
corniculata, M. daphnoides, M. ditassoides, M. glandulosa, M. marginata, M. nana, M
nummlarifolia, M. salicifolia, M. serrulata e M. uleana, elas sao deslocadas paraposicao
submarginal e sdo aleatoriamente distribuidas (fig. 3A). J& nas folhas de M. bidentata, M.

ditassoides, M. hispida, e M. revoluta as glandulas assumem posi¢cao marginal (fig. 3B).

Anatomia foliar de Microstachys

Em Microstachys o formato do peciolo variou de plano/convexo em M. daphnoides,
M. ditassoides e M. serrulata (fig. 4A), concavo/convexo em M. anisodonta, M.
bidentata, M. corniculata, M. glandulosa, M. heterodoxa, M. marginata, M. nana, M.
salicifolia e M. uleana (fig. 4B) e circular em M. nummularifolia e M. revoluta (fig. 4C).
A epiderme ¢ unisseriada em todas as espécies somente M. daphnoides, M. glandulosa,
M. heterodoxa possuem tricomas simples. A cuticula ¢ espessa com estrias em M.

anisodonta, M. bidentata, M. corniculata, M. daphnoides, M. ditassoides, M. glandulosa,

M. nana, M. salicifolia, M. serrulata fina e lisa em M. hispida, M. heterodoxa, M.
marginata, M. nummularifolia, M. uleana, M. revoluta. Observa-se estdmatos na
epiderme que recobrem o parénquima clorofiliano do cortex em M. bidentata, M.
corniculata, M. daphnoides. No cortex ocorrem idioblastos contendo drusas elaticiferos.
O sistema vascular ¢ constituido por feixes colaterais em todas as espécies, mas assumem
uma conformacdo de arco aberto com trés feixes separados por parénquima de
preenchimento em M. bidentata, M. corniculata, M. daphnoides, M. heterodoxa, M.
marginata, M. salicifolia, M. serrulata, M. uleana (fig. 4A), ferradura como em M.
anisodonta, M. glandulosa, M. hispida, M. nana (fig. 4B) ou um unico feixe em M.
ditassoides, M. nummularifolia e M. revoluta (fig. 4C). Observa-se que os laticiferos estao
associados ao sistema vascular.

Na lamina foliar o contorno das células epidérmicas ¢ reto a levemente ondulado
em ambas as faces na maioria das espécies de Microstachys (fig. 4D), exceto em M.
anisodonta que apresenta o contorno reto na face adaxial e sinuoso na face abaxial. Os
estdmatos sao paraciticos em todas as espécies (fig. 4D), com as células subsidiarias que
se projetam sobre as células guardas (fig. 4E), formando uma crista cuticular sobre o poro
em M. bidentata, M. corniculata, M. hispida, M. uleana e M. marginata. Na margem da
maioria das espécies, as células epidérmicas sdo altas exceto em M. ditassoides, M.

heterodoxa, M. marginata e M. uleana que apresentam células epidérmicas de formato
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semelhante em toda a sua extensdo (fig. 4F). A epiderme ¢ unisseriada em todas as
espécies, as folhas sao anfiestomaticas na maioria das espécies (fig. SA) e hipoestomaticas
em M. hispida, M. revoluta, M. heterodoxa ¢ M. ditassoides. Tricomas tectores
multicelulares e unisseriados foram observados em M. corniculata, M. glandulosa, M.
hispida, M. revoluta (fig. 5B) e tricomas estrelados em M. heterodoxa (fig. 5C), as demais
espécies (M. bidentata, M. marginata, M. nana € M. uleana) sao glabras.

O mesofilo ¢ dorsiventral e as células exibem um arranjo compacto na maioria das
espécies de Microstachys (fig. 5D), exceto em M. bidentata, M. marginata, M.
nummularifolia, M. uleana que possuem mesofilo isobilateral (fig. SE). O parénquima
pali¢adico ¢ continuo na nervura central da maioria das espécies (fig. 5F), exceto em M.
nana, M. glandulosa e M. revoluta que apresentam colénquima em posi¢do subepidérmica
em ambas as faces na regido da nervura central. Idioblastos contendo cristais do tipo drusa
foram observados somente no mesofilo de M. corniculata M. hispida, M. uleana.
Laticiferos estdo dispersos pelo parénquima do mesofilo em todas as espécies (fig. 5G).

A nervura central ¢ projetada para o exterior na face adaxial em Microstachys
bidentata, M. corniculata, M. daphnoides, M. glandulosa, M. marginata ¢ M. serrulata,
para a face abaxial em M. ditassoides e M. heterodoxa, M. revoluta, M. salicifolia, M.
uleana e para ambas as faces em M. anisodonta (fig. SH).

As nervuras laterais de Microstachys sdo areoladas, com termina¢do do tipo
dicotomico ramificado em M. corniculata, M. daphnoides, M. glandulosa, M. hispida, M.
revoluta, M. salicifolia M. anisodonta, M. ditassoides, M. heterodoxa, M. nana, M.
serrulata (fig. 51, J) e do tipo dendritico ramificado em M. bidentata, M. uleana, M.
marginata, M. nummlarifolia. Observa-se traqueides alargadas na nervura marginal (fig.
5)).

Os nectarios crateriformes sdo anatomicamente formados por duas regides: a
porcao periférica que delimita a depressao central (fig. 6A-B). Na por¢do central, a
epiderme ¢ secretora, constituida por células altas com espacos intercelulares e
organizadas em uma palicada, com células de paredes e cuticulas delgadas e citoplasma
denso (fig. 6A-C), enquanto na porcao periférica as células sdo vacuolizadas e possuem
paredes e cuticula espessadas (fig. 6A-C). Nao foi observado acimulo de secrecdo no
espago subcuticular, inclusive na regido que recobre a depressao central que apresenta a

cuticula extremamente fina. Logo abaixo do parénquima pali¢adico, encontra-se o
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parénquima nectarifero composto por células volumosas de parede delgada e citoplasma
denso, e esta regido ¢ vascularizada por terminagdes vasculares, predominantemente

floematicas, que ndo atingem a epiderme secretora (fig. 6A, B, D).

Anatomia foliar de Sebastiania

Nas espécies de Sebastiania somente em S. serrata (fig. 7A) e S. klotzschiana
(7B) ocorrem glandulas em posi¢do submarginal.

Em Sebastiania o formato do peciolo variou de plano/convexo S. brevifolia, S.
glandulosa, S. riparia (fig. 8A), concavo/convexo em S. brasiliensis, S. integra, S.
Jjacobinensis S. pavoniana, S. klotchiana, S. membranifolia, S. pallens, S. serrata (fig.
8B), e concavo/concavo S. macrocarpa, S. trinervia (fig. 8C).

A epiderme do peciolo ¢ unisseriada em todas as espécies estudadas, a cuticula ¢
espessa e estriada em S. brevifolia, S. jacobinensis, S. klotzschiana, S. macrocarpa, S.
pavoniana e S. riparia delgada e lisa em S. brasiliensis, S. glandulosa, S. integra, S.
membranifolia, S. serrata e S. trinervia. Observa-se estomatos na epiderme sobre o
parénquima clorofiliano do cortex em S. brasiliensis, S. brevifolia, S. klotzschiana, S.
macrocarpa. S. pavoniana. Idioblastos contendo drusas ocorrem dispersos pelo cortex na
maioria das espécies exceto em S. integra. Laticiferos préximos ao feixe vascular foram
observados somente em S. brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa, S. jacobinensis e S.
macrocarpa. O feixe vascular em todas as espécies ¢ colateral, mas a sua conformagao
varia de arco aberto composto de trés a onze feixes separados por uma faixa de células
parenquimaticas, S. brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa, S. integra, S. jacobinensis,
S. klotzschiana, S. macrocarpa, S. pavoniana, S. riparia, S. trinervia (fig. 8A, D), e
ferradura S. membranifolia, S. pallens e S. serrata (fig. 8B).

O contorno da parede das células epidérmicas ¢ sinuoso (fig. 8D) exceto em S.
integra, S. membranfolia e S. riparia que possuem contorno reto a levemente ondulado.
Os estOmatos sao paraciticos em todas as espécies. A cuticula € espessa e estriada em S.
brevifolia, S. jacobinensis, S. klotzschiana, S. macrocarpa, S. pavoniana ¢ S. riparia
delgada e lisa em S. brasiliensis, S. glandulosa, S. integra, S. membranifolia, S. serratae
S. trinervia. As células da margem de todas as espécies estdo no mesmo nivel das demais
células epidérmicas (fig. 8E). As folhas sdo hipoestomaticas na maioria das espécies,
exceto em S. macrocarpa, S. brevifolia, S. jacobinensis que sdao anfiestomaticas. A

epiderme da lamina foliar na maioria das espécies ¢ unisseriada, somente S. pallens possui
46



hipoderme (9A).

O mesofilo ¢ dorsiventral na maioria das espécies (fig. 9B) e isobilateral em S.
brevifolia, S. membranifolia, S. pavoniana ¢ S. riparia (fig. 9C). Sebastiania klotzchiana
¢ a Uinica espécie que apresenta parénquima palicadico duas vezes maior que o lacunoso.
O parénquima palicadico acompanha a nervura central na maioria das espécies (fig. 9D),
exceto em S. glandulosa, S. membranifolia, S. pavoniana, S. serrata e S. riparia. Ja o
colénquima ocorre em ambas as faces da nervura central em S. jacobinensis, S.
membranifolia e S. trinervia, na face abaxial em S. macrocarpa e na face adaxial de S.
pavoniana. ldioblastos contendo drusas foram observados em S. brasiliensis, S.

brevifolia, S. glandulosa, S. klotzschiana, S. membranifolia, S. riparia.

A nervura central se projeta para a face adaxial na maioria das espécies em S.
brasiliensis, S. brevifolia, S. jacobinensis, S. riparia, S. serrata e S. trinervia (fig. 9E).
Para a face abaxial em S. integra e S. pallens, e em ambas as faces em S. klotzschiana, S.
macrocarpa, S. membranifolia e S. pavoniana.

As nervuras laterais sao areoladas na maioria das espécies com terminagdes do
tipo dendritica (Fig. 9F), exceto em S. brasiliensis e S. pallens que € do tipo dicotomica.

Observa-se traqueides alargadas em todas as espécies.

Caracteres anatomicos distintivos entre Microstachys e Sebastiania

Embora as espécies de Microstachys se assemelhem morfologicamente as de
Sebastiania, foram identificados caracteres anatdmicos que permitiram a distingdo das
espécies dos dois géneros que podem ser possiveis sinapomorfias. A maioria das espécies
de Microstachys possui folhas, com tricomas simples, exceto M. heterodoxa que possui
tricomas estrelados, M. ditassoides e M. revoluta possuem folhas ericoides, as folhas sdao
anfiestomaticas, a parede periclinal e anticlinal € reta a levemente ondulada, a epiderme
¢ unisseriada, a terminacdo da aréola ¢ dicotdmica, todas as espécies possuem glandulas
submarginais ou marginais e laticiferos. Diferente das espécies de Microstachys todas as
espécies de Sebastiania possuem folhas planas, glabras, as folhas sdo hipoestomaticas, a
parede periclinal e anticlinal sinuosa, nem todas as espécies possuem epiderme
unisseriada, S. pallens possui epiderme bisseriada, somente S. klotzschiana e S. serrata
possuem glandulas marginais que pela estrutura anatomica se assemelham com as

glandulas encontradas nas espécies de Microstachys. E laticiferos somente em S.
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brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa, S. jacobinensis e S. macrocarpa.

Foram encontrados caracteres morfo-anatdomicos uteis para distinguir a maioria

das espécies. Entretanto, M. daphnoides, M. nana, M. serrulata sdo anatomicamente

semelhantes e ndo puderam ser reconhecidas na chave de identificacdo elaborada. Por

esse motivo, elas se encontram agrupadas no mesmo passo da chave conforme segue.

Chave de identificacdo para as espécies de Microstachys estudadas

Folhas ericOides.........ccovverienenieneniieneennenn
Folhas com margem inteiras
Folhas com margem serreadas
Folhas ndo ericoides..........cccccevveevieeniennnne
Folhas com mesofilo isobilateral
Colénquima voltado para ambas as faces da folha na nervura
central e a nervura central se projetada para a face adaxial
Colénquima na nervura central ausente, nervura central

projetada para a face abaxial
Folhas com mesofilo dorsiventral
Glandulas posicionadas na margem da folha
Parénquima pali¢addico acompanha a nervura central
Parénquima palicadico

Glandulas posicionadas na regido submarginal

Parede periclinal e anticlinal reta/sinuosa
Parede periclinal e anticlinal reta levemente ondulada
Células epidérmicas na margem no nivel das demais
CEIULAS. ..ot

Células epidérmicas

AEIMAIS.....oeeeeeeeeee e eeeee e

Idioblastos contendo

18 Ry ) 0 1L T

Idioblastos contendo

Terminagdo vascular da aréola do tipo dicotdmica
Idioblastos contendo drusas no mesofilo presente
Idioblastos contendo drusas no mesofilo ausente
Nervura central projetada para a face abaxial
Nervura central projetada para a face adaxial
Traqueides alargadas na nervura marginal

M. nana, M. serrulata

acompanha
CONLTAL..eoiiiiiieiii e

na margem mais
do peciolo
cortex do peciolo
PreESENte...ceennieiiiiiiiiiiiiiiiniiii
Terminagdo vascular da aréola do tipo dendritica

M. revoluta
M. ditassoides
3

4

M. bidentata

M. uleana

5

6

M. heterodoxa

M. hispida
7

M. anisodonta

8

M. marginata.

M. glandulosa

10

M. nummalarifolia
11

M. corniculata

12

M. salicifolia

13

M. daphnoides,
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Chave de identificacdo para as espécies de Sebastiania estudadas

77

87

9’

10

10°

11
1
12
12°

Epiderme bisseriada...........ccceevieeiiieniieciienieeieeeieeeeeee e
Epiderme unisseriada...........cceevveeviieniieciienieeieeeieeeeeee e
Parénquima palicadico ndo acompanha nervura central.........
Parénquima palicadico acompanha nervura central...............
Mesofilo isobilateral............ccooceiiiiiiiiniiniiieeeeeee
Mesofilo dorsiventral............ccocoeeiiiiiiiniiiiieneeeeee
Aréola tipo diCOtOMICA.......cccveeriieiieiiieiieeieeiee e
Aréola tipo dendritiCa.........cceevvieriieriieniieieee e
Células subsidiarias cobrem as células guardas......................
Células subsidiarias nao cobrem as células guardas...............
Colénquima presente em ambas as faces na nervura
(4153 113 21 OSSPSR
Colénquima ausente em ambas as faces na nervura
COMLTAL ..ttt
Células epidérmicas mais altas na margem da folha...............

Células epidérmicas com a mesma altura em toda a superficie
FOLIAT. ..o
Conformacao do feixe do peciolo em ferradura......................
Conformacao do feixe do peciolo em arco aberto...................
Colénquima na nervura central somente na face abaxial
Colénquima na nervura central somente na face abaxial
AUSENEC......oooiiiiiiiiii

Parénquima clorofiliano voltado para a face abaxial do peciolo

formado por células colunares...........ccceeevveeeviieeniieenieeeee e,

Parénquima clorofiliano com células colunares ausente no
oL+ 10 (o TSP

Folha anfiestomaAtiCa............coovvvveeeiieiiiiiieeeeee e
Folha hipoestomatica............coervueriinierienienierieeeeeeeee

Nervura projeta em ambas as faces........cceccveeevuveerciveeenieeennen.
Nervura ndo projetada em ambas as faces..........cccceeeevveenneen.

S. pallens

2

S. membranifolia
3

S. brevifolia

4

S. brasiliensis

5

S. trinervia
6

S. jacobinensis

7
S. pavoniana

8
S. serrata
9

S. macrocarpa

10

S. klotzschiania

11

S. integra
12

S. glandulosa
S. riparia
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Figura 1. Morfologia das folhas das espécies de Microstachys e Sebastiana
evidenciando a diferenca no tamanho da folha: A: 0,1 cm; B: 0,1 cm ; C: 8 cm. A,
M. revoluta folha com margem convoluta. B, M. salicifolia folha com margem
aplanada. C, S. membranifolia margem aplanada, Seta branca: margem convoluta,
seta amarela nectarios submarginais.
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Figura 2. Diafanizacdo da lamina foliar das espécies de Microstachys e Sebastiania
evidenciando o tipo de margem. A, M. marginata folha com margem inteira. B, M.
corniculata folha com margem serreada. C, M. daphnoides e D, S. brasiliensis folhas com
margem denteada. Barras de escala = A: 100 um; B, C, D: 200 um.
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Figura 3. Diafanizacdo da lamina foliar das espécies de Microstachys evidenciando a
posicao dos nectarios crateriformes: A, M. serrulata posi¢ao submarginal. B, M. bidentata
posicao marginal. Seta indicando a posi¢do das glandulas. Barras de escalas = A, B100

um.
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Figura 4. Formato do peciolo, arranjo do sistema vascular em segdo transversal e
diafanizacdo da lamina foliar das espécies de Microstachys: A, M. daphnoides. B M.
anisodonta. C M. nummularifolia. A plano convexo. B concavo convexo. C circular. A
feixe em arco aberto. B feixe em ferradura. C tunico feixe. D M. glndulosa parede
periclinal levemente ondulada, E M. uleana célula subsidiaria cobre a célula guarda. F M.
heterodoxa. ea: epiderme alta. et: (estdmato paracitico), po: parede periclinal levemente
ondulada. Barras de escalas= A, B, C, D, E 100 um; F 150 um.
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Figura 5. Diafanizagdo e se¢Oes transversais das folhas das espécies de Microstachys.
A, folha anfiestomatica M. serrulata. B, tricomas simples M. anisodonta. C, tricomas
estrelados M. heterodoxa. D, M. serrulata mesofilo dorsiventral; E, F, G, M. uleana
mesofilo isobilateral, parenquima palicadico continuo na nervura laticifero nao-

articulado no mesofilo. H nervura projetada para a face adaxial, M. daphnoides; 1
terminac¢do da aréola tipo dicotdmico; M. uleana; J traqueides alargadas; M. ditassoides
M. ulean. ct: cuticula; ep: epiderme; et: estdmato paracitico; la: laticifero; np: nervura
principal; pl: parénquima lacunoso; pp: parénquima pali¢adico; ta: traqueides alargadas;
td traqueides; tricomas estrelado, ts: tricomas simples; . Barras de escala = A 100 pm,
B, C 200 um. Barras de escala =D — G: 100pum; H: 200 um; I: 100 um;  J: 300 um.
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Figura 6. Se¢do transversal da glandula foliar de M. corniculata. A, estrutura da glandula. B
detalhe da epiderme em palicada; C detalhe da por¢ao periférica; D detalhe do parénquima com
células volumosas com parede delgada; ep: epiderme, es: epiderme secretora em paligada; fe:
feixes, pn: parénquima nectarifero com células volumosas com parede delgada; pe: porgdo
periférica; pp: parénquima palicadico. Barras de escala = A 100 um; B, C, D: 50 um.
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Figura 7. Diafanizagao da lamina foliar das espécies de Sebastiania A S. serrata posi¢ao
submarginal; B S. Klotzchiana posi¢ao marginal dos nectérios crateriformes. Barra de
escalas 100 pum.
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Figura 8. Formato do peciolo e arranjo do sistema vascular em se¢do transversal das
espécies de Sebastiania. A S. brevifolia; B S. macrocarpa; C S. membranifolia; A plano
covexo; B concavo convexo; C; concavo-concavo. D parede periclinal sinuosa S.
brasiliensis, S. macrocarpa. E células da margem baixa. Barras de escala = A, B, C 200

pum; 300 um E 100 pm.
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= (D)

Figura 9. Secdes transversais e diafanizagdo das folhas das espécies de Sebastiania. A S.
pallens hipoderme. B mesofilo dorsiventral, C mesofilo isobilateral, D parénquima
palicadico continuo na nervura folha anfiestomatica. E nervura pojetada para a face
adaxial. F terminac¢do da aréola dendritica. Barras de escala = A, B, C 100 um; D 50
um; E 100 um; F 300 pum.
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Figura 10. Secdes transversais da glandula foliar de Sebastiania serrata. A, estrutura da glandula em
secdo transversal. B, detalhe da epiderme em palicada e da cuticula. C, D detalhe da epiderme em
palicada e do parénquima com células mais volumosas com parede delgada. EP: epiderme, CUT:
cuticula, ESE: epiderme secretora em paligada, PA: parénquima com células volumosas de parede
delgada. Barras de escala = A: 100 um; B, C, D: 50 um.
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Tabela 1: caracteres anatomicos das espécies de Microstachys

Parede anticlinal

Folha Margem da folha Epiderme unisseriada Tipo de Tricomas e periclinal
ericdide  denteada serreada  inteira Simples estrelado Ada/aba
M. bidentata - + - - + - ondulada
M. corniculata - - + - + - - ondulada
M. daphnoides - + - - + + - ondulada
CLADO N1 M. glandulosa - - - + + - ondulada
M. hispida - - - + + - ondulada
M. revoluta + - - + + + - ondulada
M. salicifolia - - + - + + - ondulada
M. uleana - - - + + - - ondulada
M. anisodonta - - + - + - Reta/ sinuosa
M. ditassoides + - + - + - ondulada
M. heterodoxa - - + - + - + ondulada
CLADO N2 M. marginata - - - + + - - ondulada
M. nana - - + - + - - ondulada
M. nummlarifolia - + - - + - - ondulada
M. serrulata - - + - + + - ondulada
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Continuacio

Célula Classificacao da folha baseada na
Espécie subsidiaria Cuticula posicao do estdmato Tipo de mesofilo Mesofilo
Cobre a estriada  tipo da margem dorsiventral  isobilateral cristais laticiferos
guarda altas
M. bidentata - + paracitico + - + - +
M. corniculata - + paracitico + + - + +
M. daphnoides - + paracitico + + - - +
CLADO N1 M. glandulosa - + paracitico + + - - +
M. hispida - - paracitico + + - + +
M. revoluta - - paracitico + + - - +
M. salicifolia - + paracitico + + - - +
M. uleana + - paracitico - - + + +
M. anisodonta - paracitico + + - - +
M. ditassoides - paracitico - + - - +
M. heterodoxa - - paracitico - + - - +
CLADO N2 M. marginata + - paracitico - - + - +
M. nana - + paracitico + + - - +
M. nummlarifolia - - paracitico + - + - +
M. serrulata - + paracitico + + - - +
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Continuacio

Traqueides
Espécie alargadas Nervura projetada Parénquima pali¢adico Feixe Colénguima na nervura
na nervura ada aba acompanha a nervura colateral ada aba
marginal nervura
M. bidentata + - + + T
M. corniculata + + - + + n
M. daphnoides + + - + + + _
CLADO N1 M. glandulosa + + - - T T +
M. hispida + - - + + _ _
M. revoluta + - + - + .
M. salicifolia + - + + + +
M. uleana + - + + + . _
M. anisodonta + + + + + + -
M. ditassoides - - + + n )
M. heterodoxa + - + + + +
CLADO N2 M. marginata + - - + + - -
M. nana + + - - + T i
M. nummlarifolia + - - + ) n
M. serrulata + + - + + _
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Continuacio

Espécie

Peciolo
com
epiderme
unisseriada

drusas

Cortex do peciolo

laticiferos

Feixe colateral

Estomatos na epiderme do
peciolo

CLADO N1

M. bidentata
M. corniculata
M. daphnoides
M. glandulosa
M. hispida

M. revoluta
M. salicifolia

M. uleana

+

+ o+ o+

CLADO N2

M. anisodonta
M. ditassoides
M. heterodoxa
M. marginata

M. nana
M. nummlarifolia
M. serrulata

+ 4+ + + o+ |+ o+ o+ o+ +

e S e e

+ 4+ + + + + |+ + + ++ + + +
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Continuacio

Espécie

Tricomas na epiderme do peciolo

Arco aberto

Conformacio do feixe do peciolo

Unico feixe

Ferradura

CLADO N1

M. bidentata
M. corniculata
M. daphnoides
M. glandulosa
M. hispida

M. revoluta
M. salicifolia

M. uleana

+
+
+

CLADO N2

M. anisodonta
M. ditassoides
M. heterodoxa
M. marginata

M. nana
M. nummlarifolia
M. serrulata
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Tabela 2: caracteres anatomicos das espécies de Sebastiania

Parede anticlinal e periclinal

Margem da folha Ipiderme unisseriada Tipo de Tricomas

denteada  serreada  inteira Simples estrelado Ada/aba
S. brasiliensis + - - - + - Sinuosa
S. brevifolia - - - - + Sinuosa
S. glandulosa + - - - - + Sinuosa
S. integra + - - - - + Ondulada
S. jacobinensis + - - - - + Sinuosa
S. klotzschiana + - - - - + Sinuosa
S. macrocarpa + - - - - + Sinuosa
S.membranifolia + - - - - + Ondulada
S. pavoniana + - - - - + Sinuosa
S. pallens + - - - + - Sinuosa
S. riparia + - - - - + Ondulada
S. serrata + - - - - + Sinuosa
S. trinervia + - - - - + Sinuosa
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Continuacio

Célula Classificacao da folha baseada na
subsidiaria Cuticula posicdo do estémato Tipo de mesofilo

Cobre a estriada tipo posigdo dorsiventral isobilateral
guarda

S. brasiliensis - - paracitico  Hipoestomatica +

S. brevifolia - + paracitico  Anfiestomatica -

S. glandulosa - - Paracitico ~ Hipoestomatica +

S. integra - - Paracitico =~ Anfiestomatica +

S. jacobinensis - + Paracitico ~ Hipoestomatica +

S. klotzschiana - + Paracitico ~ Anfiestomatica +

S. macrocarpa - + Paracitico  Hipoestomatica +

S.membranifolia - - Paracitico ~ Hipoestomatica -

S. pavoniana - + Paracitico  Hipoestomatica -

S. pallens - - Paracitico ~ Hipoestomatica +

S. riparia - + Paracitico  Hipoestomatica -

S. serrata - - Paracitico ~ Hipoestomatica

S. trinervia + - Paracitico  Hipoestomatica
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continuagao

Traqueides
alargadas

Nervura projetada

ada

aba

Parénquima palicadico
acompanha a nervura

Feixe

colateral
nervura

Colénquima na nervura

ada

aba

S. brasiliensis
S. brevifolia

S. glandulosa
S. integra

S. jacobinensis
S. klotzschiana
S. macrocarpa
S.membranifolia
S. pavoniana
S. pallens

S. riparia

S. serrata

S. trinervia

+ + + 4+ + + + + + + + 4+ +

+ + + + o+ +

+ + +

+

+ + + 4+ +

+ o+ o+ o+

+

+ 4+ + + o+ o+ + o+
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Continuacgio

Peciolo
com _ Cortex do peciolo Feixe colateral Estomatos na epiderme do peciolo
epiderme drusas laticiferos
unisseriada
S. brasiliensis + + +
S. brevifolia + + +
S. glandulosa + + -
S. integra + - - + -
S. jacobinensis + + + + -
S. klotzschiana + + - + +
S. macrocarpa + + + + +
S. membranifolia + + - + -
S. pavoniana + + - + +
S. pallens + + - + -
S. riparia + + - + -
S. serrata + + - + -
S. trinervia + + - + -




Continuacio

Estomatos na epiderme do peciolo

Conformacio do feixe do peciolo

S. brasiliensis
S. brevifolia
S. glandulosa

S. integra
S. jacobinensis

S. klotzschiana
S. macrocarpa
S. membranifolia
S. pavoniana

S. pallens

S. riparia

S. serrata

S. trinervia

+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
+ -
- +
+ -
- +
+ -
- +
+ -
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Discussao

Os caracteres anatomicos (comprimento da folha, conformagdo do feixe do
peciolo, folha de formato ericéide, epiderme bisseriada, tricomas, posi¢ao dos estdmatos,
formato da parede anticlinal e periclinal e o tipo de terminagao da aréola) mostraram ser
uteis para distinguir Microstachys e Sebastiania, além de poderem ser utilizados na
elabora¢do de chaves de identificagdo que permitem o reconhecimento de espécies mesmo
em ramos estéreis. Assim, a anatomia foliar mostrou-se relevante como uma ferramenta
para auxiliar a taxonomia do grupo. Entretanto, ndo foram encontrados caracteres
anatomicos que respaldassem os dois clados detectados em Microstachys pelas andlises

moleculares (Pscheidt 2015).

Microstachys e Sebastiania compartilharam caracteres anatdomicos tais como
feixes vasculares colaterais e peciolos com formato concavo/convexo e plano convexo. O
formato do peciolo variou de concavo/convexo na maioria das espécies e circular somente
em duas, portanto este cardter pode ser util para distinguir M. revoluta e M.
nummularifolia essas duas espécies das demais. Peciolo de formato circular s3o comuns
em Euphorbiaceac como reportado para FEuphorbia pulcherrima (Bercu 2016),
Agrostistachys indica Dalzell, Neoscortechinia kingii (Hook. f.) Pax & K. Hoffm.
(Thakur & Patil 2011) e Manihot esculenta Crantz (Tavadi & Bhadane 2014). Por outro
lado, o comprimento do peciolo que € curto em todas as espécies de Microstachys e longo
em todas as espécies de Sebastiania, ¢ uma caracteristica distintiva relevante. Dehgan
(1982) utilizou o comprimento do peciolo, juntamente com outros caracteres para discutir
as relagdes infragenéricas em Jatropha L. Graciano-Ribeiro et al (2016) estudando sete
espécies de Manihot Mill. elencaram caracteres anatomicos, dentre estes o comprimento

do peciolo na identificagdo das espécies.

Feixes vasculares em arco aberto foi o padrdo mais comum em Microstachys e
Sebastiania, ja que a maioria das espécies exibiu este tipo de conformacao de feixes. Feixe
em arco aberto foram relatados como uma caracteristica comum em Euphorbiaceae
(Metcalfe & Chalk 1950), embora outros padrdes tenham sido relatados como: formato
em anel e anel interrupto por uma faixa de células parenquimaticas em Acalypha ciliata
Wall., 4. hispida Blume e A. fruticosa Forssk. ou formato padrao cilindrico interrompido
pelo floema em torno do xilema em Manihot pohlii Wavra e M. caerulescens Pohl.
(Tavadi et al. 2014; Ribeiro et al. 2016). No presente trabalho também foram notadas

variagOes nesta tipologia mais comum, como os feixes em ferradura registrados para
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Microstachys anisodonta, M. hispida, M. glandulosa, M. nana, Sebastiania
membranifolia, S. pallens e S. serrata, tipologia também reportada em Sapium
glandulosum (L.) Morong (Andrade et al. 2017) e Hura crepitans L. (Moawed et al.
2015). Assim, parece que este carater tem pouca relevancia para delimitagdo de taxons
em nivel infra-familiar, mas pode ser utilizado para diagnose de espécies, como no caso
de Sapium glandulosum, onde feixe em arco aberto foi mencionado e utilizado como um
carater adicional para o reconhecimento da espécie (Andrade et al. 2017).

Folhas com formato ericoéide e com epiderme da face abaxial densamente pilosa,
como observadas em Microstachys ditassoides ¢ M. revoluta no presente trabalho, sdao
considerados caracteres xeromorficos selecionados em espécies que sobrevivem em
ambientes com baixa disponibilidade hidrica (Dickison 2000). Como M. ditassoides e M.
revoluta sao espécies subarbustivas/arbustivas comuns em Campo Rupestre e Cerrado
brasileiro em altitudes superiores a 750 metros (Pscheidt 2015), tais caracteristicas podem
ser relacionadas a fatores ambientais. Periodos de seca, altas temperaturas ¢ alta
luminosidade s3o fatores abidticos reportados por influenciar na estrutura das plantas de
Campos Rupestres e Cerrado. Adicionalmente, no Cerrado, o solo ¢ acido, com elevados
teores de aluminio e pobre em nutrientes, e devido a esses fatores, caracteres xeromorficos
sao comuns na flora desses ambientes (Branco 2000; Rapini et al. 2008). De forma
equivalente, a presenga de tricomas na face abaxial da folha também ¢ enfatizada como
uma estratégia relacionada a diminuigao da perda d’agua na forma de transpiracao, pois a
alta densidade desses tricomas permite a formag¢do de um microclima minimizando a
evapotranspiracdo da folha para o meio (Guvenc & Kendir 2012). Assim, densidade dos
tricomas também pode ser relacionada a resposta as condi¢des do ambiente onde essas
espécies ocorrem.

O contorno das paredes anticlinais e periclinais das células epidérmicas se
manteve constante em todas as espécies e espécimes de Microstachys, sendo reto a
levemente ondulado, independentemente das condigdes ambientais do local de coleta. O
contorno da parede levemente ondulado tem sido relatado nas espécies de Euphorbiaceae
como uma caracteristica comum (Metcalfe & Chalk 1950). Entretanto na maioria das
espécies de Sebastiania o contorno da parede ¢ sinuoso, somente em S. integra, S.
membranifolia, e S. riparia o contorno ¢ levemente ondulado como ocorre nas espécies
de Microstachys. Portanto essa caracteristica anatdmica tem relevancia para distingao dos
generos.

A epiderme foliar unisseriada ocorre em todas as espécies estudadas, e ja foi
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relatada em outras espécies de Euphorbiaceae (Metcalfe & Chalk 1950). Sebastiania
pallens foi a Unica espécie com epiderme bisseriada. Esta caracteristica pode ter sido
selecionada nessa espécie como uma estratégia para diminuir perda de agua, e ter uma
correlacdo com o ambiente onde a espécie sobrevive, como os afloramentos rochosos
(Melo 2006). Adicionalmente, por ser exclusiva ¢ uma caracteristica potencialmente util
para o reconhecimento da espécie. Em Microstachys a cuticula pode ser espessa e estriada
(em 9 espécies) ou delgada e lisa (em 6 espécies). Ja nas espécies de Sebastiania a cuticula
¢ espessa ¢ estriada (em 6 espécies) e delgada e lisa (em 7 espécies). O aumento na
espessura da cuticula pode ser uma adaptagdo as condi¢des ambientais protegendo a folha
contra altas temperaturas e luminosidade excessiva (Marques et al. 1999). Nas espécies
de Microstachys nao foi possivel estabelecer essa correlacdo, pois nas espécies que sao
de Campo Rupestre e Cerrado também foi notada a presen¢a de uma cuticula fina e lisa.
Assim, essa diferenca na estriacdo da cuticula pode ser utilizada para fins taxonémicos,
porque elas se mantem independentemente do local de ocorréncia das espécies. A
ornamentacdo da cuticula foi 1til para distinguir tribos de Euphorbiaceae (Crotoneae,
Hippomaneae, Acalypheae) como proposto por Kulshresht Ahma (1992). O caréater
cuticula espessa associado a outro conjunto de caracteres anatomicos € considerado tipico
de espécies xeromorficas, e foi util na separagdo das espécies pertencentes a 22 familias
em trés grupos distintos incluindo Euphorbiaceae (Simioni ef al. 2017).

Os estdmatos sdo paraciticos em todas as espécies estudadas, o que € comum nas
espécies de Euphorbiaceae (Metcalfe & Chalk 1950; Raju & Rao 1977; Kabouw et al.
2008; Kusdianti 2009; Pecnikar et al. 2012; Neto et al. 2014). Entretanto, outros tipos
foram relatados como anisocitico em Chamaesyce serpens (Kunth) Small, anomocitico
em Euphorbia granulata Forssk., e diacitico em Tragia involucrata L. (Inamdar &
Gangadhara 1977; Raju & Rao 1977; Devi et al. 2013; Zahra et al. 2014; Talebi et al.
2017). A maioria das espécies de Microstachys possui folhas anfiestomaticas, ja as
espécies de Sebastiania possuem folhas hipoestomaticas. Geralmente, espécies com folha
hipoestomatica ocorrem em ambientes com baixa disponibilidade hidrica, nessas folhas
os estdmatos podem estar protegidos em camaras, sulcos e ou em fendas, entretanto a
maioria das espécies de Sebastiania ocorrem em ambientes proximos a leitos de rios
(Metcalfe & Chalk 1950; Raju & Rao 1977; Luttge 2008). O poro estomatico pode ser

recoberto por uma flange cuticular, como observado em 10 espécies de Microstachys (M.

anisodonta, M. corniculata, M. bidentata, M. daphnoides, M. glandulosa, M. marginata,
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M. nana, M. hispida, M. nummlarifolia, M. uleana) e em nove espécies de Sebastiania
(S. brasiliensis, S. glandulosa, S. jacobinensis, S. macrocarpa, S. membranifolia, S.
pallens, S. pavoniana, S. trinervia,). Somente M. marginata ¢ M. uleana, apresentam
célula subsididria que se projeta sobre a célula guarda. Essas caracteristicas auxiliam na
protecdo dos estomatos contra o excesso de transpiracao pela folha (Fahn & Cutler 1992),
mas também podem ser utilizadas para fins taxondmicos como reportado para outras
familias como Malpighiaceae (Araujo et al. 2010).

A maioria das espécies de Microstachys possui tricomas simples ndo-glandulares
multicelulares e uniseriados, exceto M. heterodoxa que apresenta alta densidade de
tricomas estrelados na superficie foliar. J& as espécies de Sebastiania sdo glabras. A alta
densidade de tricomas pode contribuir para a manuten¢ao de um microclima na folha,
protegendo-a da luminosidade excessiva e de altas taxas transpiratorias, comoenfatizado
na literatura (Fahn & Cutler 1992; Pscheidt 2015, Simioni ef al. 2017). Como as espécies
ocorrem em ambientes semelhantes, em M. heterodoxa resposta a pressao seletiva do
ambiente foi a alta densidade de tricomas. Mais uma vez confirmando que ambientes
semelhantes podem selecionar estratégias distintas, assim como ambientes distintos
podem levar a sele¢do de uma mesma estratégia (Dickson 2000).

A nervura mediana nas espécies de Microstachys ¢é projetada para a face adaxial,
na maioria das espécies (seis espécies), assim como em Sebastiania (em seis espécies). O
formato da nervura central em sessdo transversal tem sido utilizado com sucesso para
diferenciar espécies como em Manihot, Croton e também membros de Malpighiaceae
(Araujo et al. 2010; Neto et al. 2014; Feio et al. 2018).

Aréolas com terminacdo do tipo dicotomica registrada na maioria dos
representantes de Microstachys e do tipo dendritica para a maioria das espécies de
Sebastiania podem representar possiveis sinaporfias micromorfoldgcias para os tdxons, e
promissoras para estudos filogenéticos. Ja as traqueides alargadas que ocorrem em todas
as espécies estudadas de Microstachys e Sebastiania, também foram reportadas para
outros géneros de Euphorbiaceae, como em Euphorbia e Mallotus Lour. (Herbst 1972;
Hussin et al. 1996). Adicionalmente, ocorréncia de traqueides alargadas poder estar
relacionada ao ambiente com periodos de seca prolongado em que as espécies de
Microstachys se encontram. Assim, as traqueides alargadas funcionariam como um
estoque de dgua para essas espécies durante esse periodo (Herbst 1972; Luckow 2002).

O tipo e organiza¢do do mesofilo podem estar relacionado ao ambiente onde as

plantas ocorrem. O mesofilo isobilateral com arranjo compacto, como observado no
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presente trabalho em Microstachys bidentata, M. uleana, M. marginata, M.
nummularifolia, Sebastiania brevifolia, S. membranifolia, S. pavoniana € S. riparia, pode
ser uma resposta a ambientes de alta intensidade luminosa e longos periodos de seca, essa
estratégia permite que a planta perca menos dgua durante as trocas gasosas, tornando o
processo fotossintético mais eficiente (Fahn & Cutler 1992). Embora as espécies
estudadas que ocorrem em Campo Rupestre ou Cerrado possuam mesofilo isobilateral,
existem outras espécies que sao desses ambientes cujo mesofilo € dorsiventral. Assim, ¢
possivel que nessas espécies outras estratégias tenham sido selecionadas na tentativa de
reduzir a perda de 4gua na forma de transpiracdo, como folhas hipoestomaticas com
estomatos protegidos em camaras ou sulcos, flanges cuticulares e folhas ericoides
densamente pilosas entre outros (Fahn & Cutler 1992).

O parénquima palicadico que acompanha a nervura central presente na maioria
das espécies de Microstachys e em todas as espécies de Sebastiania estudadas, tem pouca
relevancia taxondmica, ja que de acordo com os fatores ambientais essa caracteristica
pode variar (Metcalfe & Chalk 1979). Nas espécies que ndo possuem parénquima
paligadico na nervura, o que se observa ¢ a presen¢a do colénquima, este ¢ um tecido de
sustentagdo principalmente em o6rgdos jovens que pode se desenvolver em espécies que
ocorrem em ambientes onde ocorre fortes ventos (Evert 2006), como nos Campos
Rupestres, vegetagdo tipica de ocorréncia das espécies de Microstachys e de Sebastiania.
A ocorréncia de idioblastos contendo drusas em Microstachys e Sebastiania ¢ comum
na nervura central, confirmando dados registrados para espécies de
Blumeodendron (Miill. Arg.) Kurz, Hancea Seem. e Mallotus (Raju 1977; Pecnikaret al.
2012). Entretanto, no presente trabalho, a auséncia de drusas no cortex do peciolo e no
mesofilo foi utilizada para distinguir Microstachys glandulosa e M. corniculata,
respectivamente.

Laticiferos foram encontrados em todas as espécies de Microstachys, confirmando
o que ¢ relatado na literatura para as espécies de Euphorbioideae onde laticiferos nao-
articulados sdo considerados comuns (Esser 2012). Por outro lado, no presente trabalho
somente em Sebastiania brasiliensis, S. brevifolia, S. glandulosa e S. jacobinensis ¢ S.
macrocarpa foram observados laticiferos. A presenca e o tipo de laticifero foi utilizada
para delimitar as cinco subfamilias de Euphorbiaceae lato sensu (Webster 1975).
Crotonoideae e Euphorbioideae sdo latescentes; Phyllanthoideae sdo nao latescentes e em
Acalyphoideae os laticiferos sdo raros, somente registrados em Omphalea L. e

Macaranga Thouars (Webster 1994). Embora laticiferos ndo-articulados sejam mais
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comuns nas espécies de Euphorbiaceae, laticiferos articulados foram relatados em
Crotonoideae, nas secdes Lamprocroton e Cleodora (Vitarelli et al. 2015). De acordo com
Rudall (1994), laticifero nao-articulado ¢ provavelmente um carater plesiomorfico em
Euphorbiaceae. Assim, estudos minuciosos que permitam assegurar a presenga € o tipo
de laticifero em Hippomaneae sdo necessarios para se avaliar a sua real contribuicdo para

abordagens filogenéticas. Adicionalmente, a presenca de laticiferos em apenas cinco

espécies de Sebastiania deve ser considerada em um estudo sistemadtico para avaliar a
utilidade desta caracteristica para a taxonomia e filogenia do grupo.

Nas folhas de todas as espécies de Microstachys ocorrem glandulas de posigdo
marginal e submarginal, e ndo estdo diretamente relacionadas ao formato da margem reta,
serreada ou denteada. Também ndo houve correlacdo da posi¢do das glandulas com os
dois clados definidos pelas analises moleculares (Pscheidt 2015). Como na maioria das
espécies as glandulas ocupam posicdo submarginal, a presenca dessas estruturas na
margem pode ser utilizada para diferenciar espécies. J4 em Sebastiania apenas trés
espécies possuem glandulas e ocupam a posi¢do marginal. Embora sejam bastante
diminutos quando comparados com os nectarios marginais descritos para outras espécies
de Euphorbiaceae, anatomicamente essas glandulas apresentam caracteres tipicos de
nectarios como: epiderme secretora em paligada, parénquima nectarifero composto de
células volumosas com paredes delgadas e vascularizados por floema. O formato, a
posi¢do e a composicao quimica da secre¢ao dessas estruturas variam entre as espécies de
Euphorbiaceae. Em Croton secdo Adenophylli a variagdo estrutural e a localizacdo dos
nectarios extraflorais foram importantes na distin¢gdo das espécies em subgrupos: grupo
1: nectario séssil e superficie convexa, grupo 2: nectario estipitado com a superficie
concava, e o terceiro que se agrupa com espécies da se¢do Cyclostigma (Feio et al. 2018).
Ja nas espécies da secdo Cleodora eles ocorrem em uma posi¢do acropeciolar € ou
basilaminar, os autores sugeriram que a posi¢do dos nectarios extraflorais ¢ um carater
diagnostico para a se¢do Cleodora (Vitarelli ef al. 2015). Estas estruturas secretoras sao
consideradas caracteres anatdmicos comuns entre as espécies de Euphorbiaceae (Metcalfe
& Chalk 1979). Contudo, trabalhos com enfoque anatomico dessas estruturas secretoras

em espécies de Euphorbioideae, especialmente da tribo Hippomaneae sejam ausentes.

Os caracteres anatomicos foliares sdo Uteis quando se pretende distinguir com
seguranca as espécies de Microstachys e Sebastiania em amostras estéreis. Também

foram importantes para reconhecer espécies dentro de cada género. Entretanto, os dados
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obtidos no presente trabalho nao respaldem a divisdo das espécies de Microstachys em

dois clados Neotropicais, como apresentado na filogenia publicada por Pscheidt (2015).

Os caracteres anatdmicos sustentam o tratamento de Microstachys e Sebastiania
como géneros distintos. A auséncia de glandulas na margem da folha de Sebastiania ¢ a
presenca em Microstachys ¢ uma possivel sinapomorfia micromorfologica, desde que S.
klotzschiana, e S. serrata sejam transferidas para outro género. Esta interpretagdo
corrobora Melo ef al. (2017), que enfatizou a presenca de glandula na margem das folhas
como um parametro importante para excluir espécies do género Sebastiania, como foi
feito para Sebastiania klotzschiana, que foi transferida para Gymnanthes klotzschiana
Mill. Arg. (Oliveira et al. 2013) e Sebastiania serrata, para Gymnanthes serrata Baill.
ex Miill. Arg. (Melo 2006, ainda ndo validamente publicado). Os dados obtidos no
presente trabalho devem ser considerados nos futuros estudos e tratamentos taxondmicos
do grupo, ja que demonstram a importancia das analises mais acuradas para confirmar a
presenca das glandulas que parece nao ter sido notada nas analises macromorfologicas.

Foram reconhecidos caracteres ou conjunto de caracteres anatomicos que
contribuem para a separacdo de Microstachys e Sebastiania, sendo sugerido como
possiveis sinapomorfias para Microstachys a presenga de glandulas na margem da lamina
foliar e de laticiferos. Para Sebastiania uma possivel sinapomorfia é a auséncia de
glandulas na margem foliar. Mas essa hipotese somente pode ser confirmada em um
estudo mais abrangente, incluindo os outros géneros de Hippomaneae, tais como
Gymnanthes, Sapium, Stillingia, o que esta em curso. Nao foram encontrados caracteres

micromorfologicos que corroborassem os dois clados reconhecidos para Microstachys

dos Neotropicos. As glandulas da margem da folha de Microstachys sao anatomicamente
semelhantes aos nectarios de Euphorbiaceae e a variacao na posi¢ao foi util para separar
espécies. Os caracteres encontrados demonstram a aplicag¢@o para a taxonomia e suscitam
estudos complementares, em especial sobre a presenga e tipo de laticiferos e a presenga e

tipo de glandula na margem da folha em outros géneros de Hippomaneae.
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Conclusoes Gerais

No presente trabalho foi possivel reconhecer caracteres anatdomicos foliares que
corroboram o tratamento Microstachys e Sebastiania como géneros distintos. Foram
elencados caracteres uteis para distinguir espécies tanto de Microstachys quanto de
Sebastiania, o que permite confirmar a identidade de espécies, mesmo quando faltam
amostras florais. A base de dados anatomicos para Hippomaneae foi ampliada e estes
dados mostraram-se promissores para os futuros estudos de sistematica e filogenia dos
géneros estudados. Destaca-se a presenca de glandulas marginais em S. serrata e S.
klotzschiana sugerindo uma revisao no posicionamento genérico destas espécies. A
descri¢do acurada da presenca e tipo de laticifero em Sebastiania ¢ um outro dado que
precisa ser enfatizado e que deve ser abordado em futuros estudos para se averiguar a sua
relevancia para a taxonomia.

De acordo com a estrutura anatomica, composicdo quimica e aspectos
ultraestruturais € possivel afirmar que as glandulas crateriformes marginais de M.
serrulata sdo nectarios. Estes, sdo anatomicamente semelhantes a outros nectarios
descritos em Euphorbiaceae e podem servir de parametro para que as estruturas
semelhantes das outras espécies do género também possam ser tratadas como nectarios.
O estudo ultraestrutural permitiu elucidar o papel das organelas envolvidas na sintese do
néctar, e correlacionar a ultraestrutura com a natureza quimica da secrecao. Além disso,
foi possivel entender o mecanismo de secre¢do que ocorre por meio do deslocamento,

ruptura e recomposi¢ao da cuticula.
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