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RESUMO

VITARELLI, Narah Costa, D.Sc., Universidade Fededal Vicosa, Marco de 2013,
Anatomia foliar como subsidio para a sistematica d€roton L. (se¢deleodorae
Lamprocrotor), Euphorbiaceae Orientadora: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-
orientadora: Inés Cordeiro.

O génercCroton L. se destaca na familia Euphorbiaceae pelo eleméd®ro
de espécies, acentuada diversidade morfolégicaskibdicdo predominantemente
tropical. As espécies deroton também exibem uma grande quantidade de compostos
quimicos. A taxonomia e a sistematizacadCdeton sdo complexas devido ao grande
namero de espécies, a diversidade morfoldgica,@aadistribuicdo geografica e a falta
de distintas sinapomorfias morfolégicas para as seadesCroton foi organizado em
40 secdes com base em caracteres morfoldégicosgtamity analises filogenéticas
moleculares tém demonstrado que muitas destas sse@ie sdo monofiléticas. As
secOesCleodora (subsecdesSphaerogynie Spruceani e Lamprocroton (subsecdes
Argentini e Lamprocroton foram revisadas considerando-se dados morfolégecos
moleculares. Com base nestes trabalhos, foi relalimen estudo da anatomia foliar das
espécies da secdoleodorg seg¢doLamprocrotonsubsecadd_amprocrotone grupos
externos relacionados. A partir deste estudo Bh@iada uma matriz de dados com os
caracteres anatdomicos diagnosticos. Essa matrizofobinada com matrizes de dados
moleculares e, em alguns casos, também morfologirns analises filogenéticas
utilizando-se Maxima Parcimbnia (MP) e InferénciayBsiana (IB). Foi feita a
Reconstrucéo do Estado de Carater Ancestral deuradios caracteres anatémicos. Os
resultados do presente trabalho mostram que aagdlo de caracteres anatémicos em
analises filogenéticas contribui com o esclarecimemterca das relacbes entre as
espécies d€roton Foi possivel inferir sobre os mecanismos de @&adas estruturas
vegetativas, relacionando a histéria evolutiva dasintas linhagens do género e os
processos adaptativos de suas espécies. Indumantéslhas de algumas espécies de
Croton correspondem a uma estrutura multicelular compledaptada a absorcédo e
distribuicdo de 4gua nas folhas. Além da importecioldgica, estruturas foliares das
espécies estudadas podem subsidiar as interpretdijégenéticas. Os caracteres
anatdbmicos foliares, em especial as estruturasetseas, contribuem com o
esclarecimento da histéria evolutiva nas duas ¢jeha deCroton estudadas e
possibilitam inferir sobre as interrelacbes entse smas espécies. Os caracteres

anatdomicos mostraram-se relevantes na resolucdopdéogia dos ramos internos na
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secaoCleodora e elevam os valores de suporte destes ramos,ibezontto com o
esclarecimento acerca das relagfes entre as espdesta secdo. As espécies da
subsecadamprocroton(secadoLamprocroto) mostram grande semelhanca estrutural e
molecular (mediante os marcadores utilizados, IT@letrnF), evidenciando relacdes
pouco claras entre suas espécies tanto nas anddisisgenia molecular quanto nas
analises combinando dados anatdmicos e moleculamdsora os caracteres anatdomicos
nao tenham sido suficientes para resolver a palosvidenciada na subsecdo
Lamprocrotonpela filogenia molecular, foram importantes paaa @apoio a este clado.
Os resultados do presente trabalho revelam um posiwionamento dentro da secao
Lamprocroton com a saida deC. pygmaeusda subsecad.amprocroton e sua
circunscricdo na subsecaogentini Verifica-se ainda a necessidade de remogdo.de
imbricatus da secad.amprocroton sendo sugerido um possivel posicionamento para

esta espécie dentro do gén€roton.



ABSTRACT

VITARELLI, Narah Costa, D.Sc., Universidade FedeatalVicosa, March, 2013 eaf
anatomy as a additional tool for Croton L. sistematic (sectionsCleodora and
Lamprocrotor), Euphorbiaceae Advisor: Renata Maria Strozi Alves Meira. Co-
Advisor: Inés Cordeiro.

Croton L. (Euphorbiaceae) is one of the largesegeof flowering plants, has a
elevated species number, a great morphologicalrsiiyeand broad distribution
(predominantly tropical)Croton has a great variety of chemical compounds. Itselarg
size, great morphological diversity, broad distiibo and the lack of morphological
synapomorphies made difficult its taxonomy and esysitics. The genus was divided
into 40 sections defined by a suit morphologicabrelters, however molecular
phylogenetic analyzes have shown that many of tkesgons are not monophyletic.
The sectionsCleodora (subsectionsSphaerogyniand Spruceani and Lamprocroton
(subsetiong\rgentiniandLamprocroton were reviewed considering morphological and
molecular data. Based on this work, we studied &&tomy of species of section
Cleodora sectionLamprocrotonsubsectionLamprocrotonand related out group. A
data matrix was built with the diagnostic anatorhicharacters. This matrix was
combined with the molecular data matrix and, in earases, with the morphological
data in phylogenetic analisis using Maximum Parsiyn(MP) and Bayesian Inference
(Bl). We performed a Ancestral Character State Rsiroction using the anatomical
characters. The results of this study show thatube of anatomical characters in
phylogenetic analysis contributes to the clarifmatof the relationships between
species ofCroton and allow us to understand mechanisms of evolutionegetative
structures. Leaf trichomes of som@roton species correspond to a complex
multicellular structure, adapted to the foliar watgtake. Besides the ecological
importance of the species studied leaf structuras support the phylogenetic
interpretations. The leaf anatomical characterpe@ally the secretory structures,
contribute to the clarification of the evolutionahjstory of Croton and clarify
interrelationships among their species. The ana@mtharacters were relevant in
resolving the topology of internal branches in secCleodoraand increasing node
support, contributing to the clarification of thelationships between species in this
section. The species of subsectibamprocroton (sect. Lamprocroto show very
similar structural and molecular (on the markersddTS andtrnL-trnF) showing
unclear relationships between species in both mtdecphylogeny analisis and
combining molecular and anatomical data analisithoigh the anatomical characters



have not been sufficient to resolve the polytomgubsection.amprocroton they were
important to clarifying relationships among speci€se results of this study reveal a
new position within the sectidoamprocrotonwith the exclusion o€. pygmaeu$rom
subsect.Lamprocroton and its new recircunscription in subsegrgentini Croton
imbricatusshould be remove from setiamprocrotonto another section withi@roton

We suggest possibilities f@. imbricatusnew position inCroton
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INTRODUCAO GERAL

A Importancia do Estudo das se¢deSleodorae Lamprocroton

Croton € um dos maiores géneros dentre as Angiospermmasl@?3 espécies
descritas no ‘The World Checklist and BibliograpifyEuphorbiaceae’ (Govaeré al
2000). Estimativas taxonOmicas indicam que apenag)&ieros de Angiospermas
apresentam mais do que 500 espécies (Frodin 24studo de grandes géneros
constitui-se num grande desafio e oportuniza inyasbes acerca de fenbmenos
evolutivos (Berryet al 2005).

A amplitude de distribuicdo geogréfica, o evideptdimorfismo e o grande
namero de espécies dificultam a caracterizacaocanscricdo das espécies @mton,
problema enfatizado por diversos autores (Betrgl 2005; Lima & Pirani 2008; Riina
et al 2009). Tais caracteristicas fazem com que esser@é&eja o principal desafio
taxondmico das Euphorbiacea regido neotropical (Caruzo 2010).

Webster (1993) publicou uma sinopse na qual orgar@roton em 40 secoes,
acrescentando secdes aquelas propostas por BdiB68, 1864) e Grisebach (1864).
Esta sinopse, tratada pelo proprio autor como péoid, € ainda utilizada como objeto
base de estudo por pesquisadores que trabalharo género. Entretanto, apesar de sua
grande contribuicdo para a organizacdo infragemé@Croton esta sinopse leva em
consideracdo apenas caracteres morfoldégicos e sndda secdes propostas foram
identificadas como ndo monofiléticas (Beetyal 2005). Estudos de filogenia molecular
tém contribuido consideravelmente para a constrdgdioma organiza¢cdo mais natural
para os niveis infragenéricos @eoton Apenas dois trabalhos de filogenia molecular
mostram uma analise abrangente para o géneroindolvepresentantes da maioria das
secdes (Berret al 2005; Van Eeet al 2011). Quanto ao esclarecimento acerca das
interrelacdes entre as espécies dentro de cada sg¢éabalhos de filogenia molecular
tém focado as analises em clados mais restrit@sgeupos externos associados (Riina
et al 2009, 2010b; Van Ee & Berry 2009, 2010, 2011; @arat al 2011). Esta
estratégia de estudo tem se mostrado bastantenééicidado o elevado namero de
espécies d€roton

A utilizagao de dados moleculares néo foi sufi@quera resolver totalmente as
relacdes filogenéticas e@roton (Van Eeet al2011) e a anatomia vegetal, assim como
a morfologia e demais areas da botanica se cogrstiim ferramentas adicionais para a

compreensao das interrelacdes entre as espedisia e de sua historia evolutiva.



Dentre as secdes @xoton que foram revisadas com base em dados moleculares
as secoe€leodorae Lamprocroton(subsecadamprocrotorn se destacam pelo grande
namero de espécies nos ecossistemas brasileirosespécies deCleodora sédo
arbustivas ou arbdreas e ocorrem na Mata Atlamiicana Amazoé6nia (Caruzet al
2011) e as espécies deamprocrotonsubsecad.amprocrotonsédo subarbustivas ou
arbustivas, nunca arboreas, e ocorrem predominentemna Mata Atlantica em
campos rupestres e campos de altitudes, podendeotambém em areas abertas de
Restingas, do Cerrado e da Caatinga (Lima & Pird@82Van Ee & Berry 2011).

O Brasil é considerado como um dos centros de sideste deCroton, onde o
género € bem representado com cerca de 350 espdisiebuidas especialmente em
areas de vegetacdo aberta, como nos complexodragds altitudes (Lima & Pirani
2008; Caruzo 2010; Caruzet al 2011). Tais ambientes sdo bem representados no
estado de Minas Gerais e ocorrem em locais condgrhrstorico de devastacao. Este
Estado compreende importantes Unidades de ConsernflliCs) onde os complexos
rupestres de altitude estdo inseridos, destacam@dovegetacdo de campos de altitude
no Parque Nacional do Itatiaia, Parque EstaduaBeéaa do Brigadeiro e Parque
Nacional do Caparad e a vegetacdo de campo rupesfarque Estadual do Ibitipoca,
Parqgue Nacional da Serra do Cip6 e toda a vegetag@stre associada a Cadeia do
Espinhago. Algumas destas UCs séo localizadas madxia Universidade Federal de
Vicosa, como o Parque Estadual da Serra do Brigadeio Parque Nacional do
Caparad, sendo de grande responsabilidade porduasrigesquisadores desta instituicdo
o conhecimento da flora destes ambientes.

Com base nos trabalhos de filogenia molecular (@aetial 2011; Van Eeet al
2011) e revisdo taxonémica (Lima & Pirani 2008;areatomia foliar das espécies da
secao Cleodora (subsecdesSphaerogynie Spruceani e da secad.amprocroton
(subsecaolLamprocroton foi analisada, sendo produzido um banco de dados
compilando os principais caracteres anatbmicosatier taxondmico e filogenético para
estas linhagens déroton As matrizes construidas com os dados de anatimmaen
analisadas em conjunto com matrizes molecularesentativa de esclarecer os
seguintes questionamentos:

1. Quais sdo as estruturas secretoras presentefolhas das espécies de
Crotor? A presenca, o tipo e a posi¢cdo destas estrufaregsm entre as espécies das
secde<Cleodorae Lamprocrotor? E possivel determinar os estados ancestraigaiara

estruturas enCrotone compreender a histéria evolutiva das mesmaasisestoes?



2. A otimizacdo dos caracteres anatdomicos sobiegefia deCleodorae de
Lamprocroton permite identificar homologias e homoplasias e@roton e
consequentemente elucidar a historia evolutiveedesdcoes?

3. Em um estudo de Evidéncia Total, a analise ewajdos dados moleculares,
morfologicos e anatdmicos contribui com uma mehesolucdo dos ramos nas arvores
filogenéticas das secd€deodorae Lamprocrotone ajuda a esclarecer as interrelagées
entre as espécies destas duas linhagens? Ou seraemuCroton 0s caracteres
anatémicos apresentam um alto grau de homoplaséo eontribuem com resolucdes
filogenéticas em nivel infragenérico?

4. A diversidade de tricomas tectores encontradas espécies d€roton
estudadas é relevante para a taxonomia do génepudivel determinar os estados
ancestrais para os tricomas dpnoton e compreender a histéria evolutiva destas
estruturas? Existe alguma correlacdo entre estrgtduncao dos tricomas earotor?

E possivel estabelecer uma relagdo da presencasdessuturas e os ecossistemas

brasileiros em que as espécies ocorrem?

Com o intuito de responder a esses quatro questiEmas, o trabalho foi
organizado em 4 capitulos, os quais foram redigido®rma de artigos cientificos.

Para atingir os objetivos propostos, foram convidagesquisadores de outras
instituicbes brasileiras e estrangeiras para comapequipe de trabalho. A Dra. Inés
Cordeiro, pesquisadora do Instituto de BotanicaSde Paulo (IBT), especialista no
géneroCroton, a Dra. Maria Beatriz Rossi Caruzo, professoré&daersidade Federal
de Sdo Paulo (UNIFESP), responséavel pela execugdoestudos sobre a filogenia
molecular da secaBGleodorae Dra. Ricarda Riina, pesquisadora@uansejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC — Real Jamatéanico de Madrid) especialista
nas areas de Sistematica Molecular, Evolucdo, Tari@oBiogeografia e Floristica

com énfase nos dois grandes géneros de Euphorbi@agzhorbiae Croton).
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Capitulo I
“Diversidade de estruturas secretoras encroton
(Euphorbiaceae) secde€leodorae Lamprocrotor?



Diversidade de estruturas secretoras er@roton (Euphorbiaceae) secde€leodorae
Lamprocroton

Resumo: Croton se destaca pela sua diversidade de compostos cgsirei ampla
utilizacdo medicinal de seus 0rgaos vegetativoscparunidades tradicionais. Muitos
compostos quimicos ja foram identificados, enttetapoucos sdo os estudos de
anatomia vegetal que descrevem as estruturas sZsmis pela secrecdo destes
metabdlitos secundarios. Foi feita a investigagéadmica das folhas de 28 espécies de
Croton (12 da seca€leodorg 11 da secabamprocrotonsubsecadamprocrotone 5
espécies que compdem um grupo externo)Adiaea lobatae de Brasiliocroton
mamoninha Foram identificadas 5 tipos de estruturas se@sgtocom distribuicdo e
morfologia variadas: laticiferos, coléteres, neogaextraflorais, idioblastos secretores e
tricomas secretores. A estrutura, o tipo de seoregdocalizacdo e a distribuicdo de
cada uma delas é discutida detalhadamente, sedanferéncias sobre a sua historia
evolutiva. As estruturas secretoras foliares @mton apresentam grande importancia
para a taxonomia e filogenia do género.

Palavras chave Laticiferos, coléteres, nectarios, idioblastosra®res, tricomas
secretores.



INTRODUCAO

Croton L. € o segundo maior género de Euphorbiaceae destaca por sua
grande diversidade. Suas espécies podem ser hasbaaebustivas, lenhosas e
ocasionalmente lianas (Webster 1993; Govaatrid. 2000). O género esta distribuido
em tropicos e subtropicos do mundo (Webster 19@®aértset al 2000), mas € na
regido Neotropical onde esta a maior concentragdesgécies, tendo como principais
centros de diversidade o Brasil, as Antilhas e aibté(Burger & Huft 1995, Van Eet
al. 2011). Nas regibes de ampla distribuicaAdCdeton existem numerosos registros de
utilizacdo dessas plantas como medicinais no textonde distintas enfermidades
(Salatinoet al. 2007).

E grande a diversidade de compostos quimicos fibemids em espécies de
Croton, destacando-se os terpendides como 0os metabsditosmdarios predominantes.
Dentre estes, diversas classes de diterpenoemémos sédo frequentemente relatadas,
nao sendo raros, os 6leos volateis compostos pob rmaesquiterpenos. Em muitas
espécies d€rotonfoi observada também a ocorréncia de diversasadade alcalbides,
de comprovado valor medicinal. Finalmente, compo&aslicos foram descritos em
algumas espécies do género, predominando os flalemdignoides e proantocianinas
(Salatinoet al 2007).

As propriedades medicinais apresentadas por unéiespegetal podem estar
relacionadas com estruturas secretoras presentesegsndiferentes orgaos (Wagner
1997). As estruturas secretoras @mntonpodem corresponder aos sitios de sintese e/ou
acumulo de metabdlitos secundarios com destacddofitaquimico e farmacoldgico,

0 que atesta a importancia de tais estruturas (Fan®; Macielet al 1998b; Campost
al. 2002; Salatinet al. 2007; Morencet al. 2009).

A presenca de latex ed@roton € marcante (Metcalfe & Chalk 198Rudall
1989, 1994; Fariast al 2009; Wiedenhoefet al 2009) e algumas espécies da secao
Cyclostigma(especialment€roton lechleriMull. Arg.) sdo popularmente conhecidas
como “sangre de drago” (Dragon’s blood) por exseaanm latex vermelho da casca, o
qual € amplamente utilizado na medicina popularcaea de ferimentos, Ulceras
estomacais, diarréia, herpes e dermatites provenéiznpicada de insetos (Ubillesal
1994; Jones 2003; Riiret al 2009).

Nectarios florais (NF) e nectarios extraflorais (&) séo estruturas secretoras
comuns enCroton (Metcalfe & Chalk 1950; Fahn 1979; Elias 1983;ifaset al 2001)



podendo, em algumas espécies, serem observad@sioegos-florais (Freitast al
2001), um terceiro tipo de nectario no qual a pré&duge néctar tem inicio apds a
antese e durante o desenvolvimento do fruto (F&gen der Pijl 1979; Keeler 1981;
Gracie 1991).

Tricomas secretores (Webster 1996) e idioblastosendo material lipofilico
foram relatados em algumas espécies do géneronibliog 1896; Metcalfe & Chalk
1950; Websteet al 1996; Sa-Haiaét al. 2009).

A presenca, posicao e o tipo de estruturas seasepresentes sao caracteristicas
utilizadas com sucesso como subsidio para as esdiisgenéticas (Dickson 2000;
Thadeoet al. 2008; Delgadoet al 2009; Lopeset al. 2009; S4-Haiadet al 2009;
Araujo et al 2010;Coutinhoet al. 2010; De-Paulat al. 2010). A presenca, a posi¢ao e
a composicao quimica do exsudado das estruturast@®s sao caracteristicas
relevantes para a taxonomia e a filogeniaCdaton (Jose & Inamdar 1989; Carued
al. 2011). Os nectarios florais presentes €wroton e em outros géneros de
Crotonoideae constituem-se num carater diagnoptica esta subfamilia (De-Pada
al. 2010). Os nectarios florais sdo vascularizados espécies de€roton e nao
vascularizados nas do génekstraea o0 que corrobora a recente segregacdo destes
géneros (De-Paulat al. 2010), como havia sido sugerido pela filogenialemuar
(Berryet al. 2005).

Estudos de filogenia molecular demonstraram queeg@csCleodora sensu
Webster (1993) ndo é monofilética (Carueb al 2011). Na analise molecular, a
composicao desta se¢do foi alterada, com a inclls&@gumas espécies anteriormente
circunscritas em outras sec¢des (Webster 1993) qmoncexemplo:Croton fragrans
Kunth. (anteriormente na sec@asiogyng¢ e C. organensisBaill. e C. rottlerifolius
Baill. (anteriormente na sec&yclostigma. Nesta nova delimitacdo a se¢@eodoraé
monofilética (Caruzet al 2011), sendo organizada em duas subse§pmerogyne
Spruceani

De acordo com a filogenia molecular algumas seddesubgéner@eiseleria
como Lamprocroton Geiseleriae Cuneaticorrespondem ao grupo irmao @eodora
(Caruzoet al 2011). A secadamprocroton(Mdill. Arg.) Pax in Engler & Prantl. tem
distribuicdo restrita a América do Sul (Van Ee &13e2011) e é bem representada nos
complexos rupestres de altitude do Brasil (Lima it 2008). A primeira filogenia
molecular deCroton (Berry et al 2005) demonstrou queamprocroton sensMVebster

(1993) ndo € monofilética. Existem duas delimitacdestintas para esta se¢do, uma



delas € baseada em dados morfolégicos (Lima & P2@0B) e a outra considera dados
moleculares (Van Ee & Berry 2011) e divideamprocrotonem duas subsecoes,
Lamprocrotone Argentint

A distribuicdo e o tipo de estruturas secretorasegutes nas espécies@m®eton
podem representar caracteristicas importantes @a@dar a historia evolutiva do
género e de seus taxa infragenéricos.

O presente trabalho objetivou realizar um estudatGanico das folhas de
espécies das secodsleodora e Lamprocroton bem como de grupos externos
relacionados a estas secdes (incluiBdasiliocroton e Astraea géneros proximos de
Croton), visando conhecer a diversidade de estruturasteegs nestas espécies. Estes
dados servirdo de base para trabalhos futurosanteraplem a reconstrucéo de estados
ancestrais destes caracteres estruturais na fiengeolecular dos grupos estudados,
buscando elucidar a historia evolutiva das estastsecretoras e@roton e contribuir

com o esclarecimento das relacfes entre as esp@cgEnero.

MATERIAL E METODOS

Espécies Selecionadas

Foram analisadas 30 espécies conforme sumarizadabela 1 e apéndice I.
Foram avaliadas 28 espéciesGteton incluindo 12 espécies da seg@eodora(sendo
7 da subseca®phaerogynie 5 da subsecé@8pruceani e 11 espécies da secao
Lamprocroton Para compor o grupo externo foram selecion&laburchellii Muill.
Arg. (secaoPedicellat), C. cuneatusKlotzsch (se¢doCuneat), C. gnaphalii Baill.
(subsecad\rgentinidasecad_amprocroton, C. palanostigm&lotzsch(secad_untia),
C. sacaquinh&roizat (secadasiogyng, Astraea lobatgL.) Klotzsch eBrasiliocroton
mamoninha.E. Berry & I. Cordeiro

Da sec¢adCleodorasensuCaruzoet al (2011) ndo foi possivel obter apenas as
amostras deCroton fragrantulus Croizat.,, C. hoffmannii Mall. Arg., e C.
pseudofragran<Croizat.,C. rufolepidotusCaruzo & Riina,C. sexmetraliroizat eC.
stellatoferrugineusCaruzo & Cordeiro) em expedicbes de campo e nobaties
nacionais e internacionais consultados (apéndice )

Para a selecdo das espécies da sdgioprocroton foi considerada a
circunscricdo proposta por Lima & Pirani (2008ade sido escolhidas aquelas que

ocorrem nos complexos rupestres de altitude doilBess cotas acima dos 1.000 m de
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altitude, que correspondem as espécies circunsaerdasubsecabamprocroton(Van
Ee & Berry 2011).

Croton gnaphalli foi utilizada como grupo externo, uma vez que esta
circunscrita na subsec@ogentini (secdoLamprocroton sensiWan Ee & Berry 2011).
As demais espécies que compdem o grupo externm feeéecionadas por pertencerem
a secdes proximas @leodorae alamprocroton além de terem sido selecionadas
Astraea lobatee Brasiliocroton mamoninhaespécies de géneros proximo€raton e
que tém sido utilizadas como grupo externo na n@aidas andlises de filogenia
molecular do género (Berst al. 2005; Van Eeet al. 2006; Riinaet al. 2009; Riinaet
al. 2010; Caruzet al.2011; Van Eet al.2011).

Croton alabamensi€.A. Smith ex Chapman foi selecionada por ja tdo s
incluida na secabamprocrotonem estudos de filogenia molecular (Begetyal 2005),
entretanto atualmente compde a sedfabamensegjue € monotipica (Van Bt al
2011), apresentando duas variedddealabamensisar. alabamensi® C. alabamensis
var.texensisambas endémicas do Sul dos Estados Unidos.

As siglas dos herbéarios seguemindex Herbariorum- Part I: the Herbaria of
the World"2 (Thiers, continuously updated), a Ungaecdo é valida para o herbario
HUEMG, cujo registro ndo foi encontrado rindex Herbariorum pertencente a
Universidade do Estado de Minas Geresnpusde Carangola, Minas Gerais, Brasil.

Selecdo das amostras

Das espécies foram obtidas amostras das folhas ifemerdes estadios de
desenvolvimento (primordios foliares, folhas jovemscompletamente expandidas).
Foram seccionadas as porcbes apical, médio e basémina foliar (incluindo a
nervura central, a margem e a regido entre a maegamervura central) e as porcoes
basal e apical do peciolo. Foram obtidas amostmdottzas em expedicbes de campo
no Brasil ou provenientes de material herborizag@dice 1). Os materiais coletados
foram depositados no herbario VIC.

Microscopia de Luz

Amostras do apice caulinar, regides de entrendiaisxao meristema apical e
folhas completamente expandidas (lamina e pecfotajn processadas no Laboratorio
de Anatomia Vegetal da Universidade Federal des4co

As amostras obtidas a partir das exsicatas forarmetidlas a reversdo da

herborizacdo (Smith & Smith 1942), desidratadasséne etilica, estocadas em etanol
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70% e posteriormente incluidas em metacrilato mdri@ncdo de cortes (Meira &
Martins 2003).

Amostras provenientes de coletas em campo foraaddix em FAA(acido
acético glacial, formaldeido, etanol 50%, 1:1:18y)v(Johansen 1940) ou FNT
(formalina neutra tamponada) para caracterizacaml ge aplicacdo de testes
histoquimicos (Clark 1973). Todo material foi sulicbe a vacuo em dessecador
durante o processo de fixacao (48 horas) e estamadetanol 70%. Parte das amostras
foi desidratada em série etilica e incluida emadxetiimetacrilato (Historesin, Leica
Instruments, preparado conforme instrucdes do dabte). As amostras foram
seccionadas no plano transversal e longitudinghincde espessura), em micrétomo
rotativo de avanco automético (modelo RM2155, LelMerosystems Inc.) com
utilizacdo de navalhas de vidro descartaveis. @gesdoram corados com azul de
toluidina pH 4,0 (O’Brien & McCully 1981).

Analises dos Caracteres de Superficie

Folhas inteiras foram diafanizadas utilizando-seiggm de hidroxido de sodio
10% e hipoclorito de sédio 20%, intercaladas poessivas lavagens em agua destilada
(Johansen 1940, modificado). Os materiais foramadms com safranina (1% solucao
alcodlica) e montados em gelatina glicerinada.

Histoguimica

Cortes obtidos a méao livre a partir de amostrascée ou fixadas foram
submetidos ao Negro de Sudéo B, ao Sudan IV (P48&® e ao Vermelho Neutro
sob fluorescéncia (Kirk 1970) para deteccao deldip$ totais; ao Sulfato Azul do Nilo
para deteccao de lipideos acidos e neutros (Cain).1Pdra identificacdo da presenca
de terpendides os cortes foram submetidos a rea;&®eagente de Nadi para detecgéo
de 6leos essenciais e 6leo-resina (David & Car@d&)L®Ds cortes obtidos de amostras
incluidas em historesina foram submetidos ao PAS& ipantificacdo de polissacarideos
neutros (McManus 1948).

Todas as observacbes e a documentacdo fotograirean frealizadas em
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Opficatjuipado com sistema de
captura de imagens. Para a observacéao sob lueslcemte, foi utilizado o filtro UV.

Os coléteres foram classificados de acordo conserigéo proposta por Lersten
(1974).
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RESULTADOS

Foram identificados cinco tipos de estruturas sems com distribuicdo e
morfologia variadas (Tabela 1): laticiferos (Figsal5), coléteres (Figs. 6 a 20),
nectarios extraflorais - NEF's (Figs. 21 a 33)phlastos secretores (Figs. 34 a 40) e
tricomas secretores (Figs. 39 e 41 a 44).

A Tabela 1 compreende uma listagem das espécigdadsts e sumariza o tipo

de estrutura secretora e sua posi¢ao nas folhesddeuma das espécies.

13



SecadCleodora

Secad_.amprocroton
(Subsecadamprocroton

Subsecédo
Sphaerogyni

Subsecédo
Spruceani

Grupo Externo

Estruturas Secretoras

Especie Tipo de Laticiferos Posicao de Coléteres Tipo de NEs Posigdo de Idioblastos  Tricomas
Secretores Secretores
C. ceanothifolius articulados n&o ramificados marginais -) ADA (+)
C. dichrous articulados néo ramificados marginais ) ADA sbaoléter (+)
C. erythroxyloides articulados néo ramificados marginais ) ADA sdaoléter (+)
C. imbricatus articulados néo ramificados marginais baselamiriaceopeciolares ADA/ABA )
C. muellerianus articulados néo ramificados ) ) ADA (+)
C. myrianthus articulados n&o ramificados marginais ) ADA (+)
C. pallidulus articulados néo ramificados marginais ) ADA +dasléter (+)
C. pseudoadipatus articulados néo ramificados marginais ) ADA sbaoléter (+)
C. Pygmaeus articulados n&o ramificados marginais -) ) €]
C. splendidus articulados nao ramificados marginais ) -) (+)
C. cajucara articulados ramificados marginais baselaminaresf@ciolares ADA/ABA )
C. campanulatus articulados ramificados marginais baselaminaresp&ciolares ADA/ABA )
C. hemiargyreus articulados néo ramificados marginais baselam#faceopeciolares ABA )
C. heterocalyx articulados n&o ramificados marginais baselamiriaceopeciolares ABA )
C. organensis articulados ramificados marginais baselaminaresp&ciolares ADA/ABA )
C. salutaris articulados ramificados marginais baselaminaresp@ciolares ABA )
C. sphaerogynus articulados n&o ramificados marginais baselam#iaceopeciolares ADA/ABA + base coléter “)
C. billbergianus articulados ramificados marginais baselaminaresf@ciolares ABA )
C. fragrans articulados ramificados marginais baselaminaresp&ciolares ABA )
C. orinocensis articulados ramificados marginais baselamlnareg/agropemolares ABA )
marginais
C.rottlerifolius articulados ramificados marginais baselaminacesyeeciolares ABA )
C.spruceanus articulados ramificados marginais baselaminacesfeeciolares ABA )
C. alabamensis ©) CeIUIa,S parenquimatosas baselaminares/acropeciolares ) ) (+)
de conteudo denso presentes
C.palanostigma articulados néo ramificados marginais baselarasiacropeciolares ABA )
C. sacaquinha articulados n&o ramificados marginais ) ADA (+)
C.burchellii articulados néo ramificados marginais baselarasiacropeciolares ABA )
C. cuneatus articulados néo ramificados marginais baselamlnareg/agropemolares ABA )
marginais
C. gnaphalii articulados néo ramificados ) ) ADA (+)
Astraea lobata articulados ramificados marglhals baselamlna_res ) ADA + base coléter )
acropeciolares basepeciolares

Brasiliocroton mamoninha articulados ndo ramificados marginais superficilAAD  baselaminares/acropeciolares ABA + base tricameteres )
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Laticiferos — Laticiferos foram observados em todas as espétas secoes
Cleodora e Lamprocroton bem como nas espécies do grupo externo (Tabel@sl)
laticiferos ocorrem associados aos feixes vas@jléeado sido observados nos caules
(meristema apical caulinar) e folhas analisadags(FiL a 5). S&o abundantes inclusive
nos feixes que se ramificam para os nectarios fexmes (Figs. 28 e 29) e podem
acompanhar a vascularizagdo em alguns colétergsl®)i

Croton alabamensi$oi a Unica espécie analisada em que nao foi vhdara
presenca de laticiferos, porém foram observadasasgbarenquimaticas com conteudo
denso proximas ao floema, regido coincidente caole @corréncia dos laticiferos.

Em todas as espécies estudadas, os laticiferos ifseendiam muito
precocemente, estando completamente formados jnaenstemas apicais caulinares e
nos primérdios foliares (Figs. 1 a 5 e 12). Sacepkalos junto aos feixes vasculares
caulinares e chegam até as folhas e primérdioarésliacompanhando o trago foliar,
sempre associados ao floema. As células do latici8io longas e mantém-se
conectadas por suas paredes terminais (Figs. 2 ferB)ando laticiferos articulados
(Figs. 1 a 5). As paredes laterais sdo espessagisaio as terminais sdo delgadas e o
latex é intensamente corado em todas as espéclesadasa (Figs 1 a 5).

Embora os laticiferos sejam articulados em todaspécies, eles podem ou nao
se ramificar. Na secabamprocrotonos laticiferos articulados sdo ndo ramificados
(Figs. 1 e 2), enquanto que na se€deodora sdo predominantemente ramificados
(Figs. 3 a 5), com excecao @eoton hemiargyreysC. sphaerogynus C. heterocalyx
Em todas as espécies do grupo externo os latisitio articulados ndo ramificados,
excetuand@straea lobataa qual possui laticiferos articulados ramificados

Coléteres- Coléteres foliares (Figs. 11 a 19) ocorrem edasoas espécies de
Cleodora em praticamente todas as espécies Ldeprocroton (exceto Croton
muellerianuse C. gnaphali) e nas demais espécies do grupo externo (Tahela 1)

Os coléteres ocorrem predominantemente nas mardgmnéolhas (Figs. 13 e
14), proximo as terminacfes das nervuras, enteteatiacdes no posicionamento
destas estruturas nas folhas foram notadasA&mea lobataos coléteres ocorrem ao
longo da margem, na base da lamina foliar (basekmes) e no peciolo, no apice
(acropeciolares) e na base (basepeciolares)CExon alabamensjs coléteres estao

restritos a base da lamina foliar (baselaminares).
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Os coléteres observados nas espécies estudadaspomaiem ao tipo padrao
definido por Lersten (1974), os quais podem ou B&o0 vascularizados e séo
constituidos por um pedudnculo curto, um eixo paregngtico formado por células
alongadas, de paredes finas e celulosicas, vaadakz algumas contendo drusas e
envolto por uma epiderme secretora em palicadapegta por cuticula espessa (Figs.
11, 15 a 19). Em algumas espécie€daton, na base do pedunculo do coléter ocorrem
idioblastos secretores (Fig. 16).

Os coléteres er@roton se originam da atividade da protoderme e do mereste
fundamental, podendo também haver participacdo dcaprbio. S&o observados nos
primérdios foliares (Figs. 12 e 20) e folhas joveslesmonstrando um desenvolvimento
precoce e assincronico. Nos 4pices caulinares, masnmargem dos primeiros
primordios foliares, os coléteres ja se encontrampietamente formados e ativos
(Figs. 11 a 13 e 15 a 20).

A primeira etapa de desenvolvimento do coléteraatarizada por um conjunto
de células iniciais protodérmicas que se destacams@em mais volumosas, terem
citoplasma denso e nucleo esférico evidente. Esfagas iniciais rapidamente sofrem
uma seérie de divisdes anticlinais, formando umeiréil de células estreitas que se
projetam acima do nivel da superficie protodérn{igamy. 6). Concomitantemente,
células do meristema fundamental comecam a safrsbds periclinais originando um
pequeno pedunculo, o qual possibilita a elevacaesttatura (Figs. 6 a 8). Nesta etapa,
o coléter pode ser reconhecido pelo formato glabdlacomas tectores em formacéo
ou ja completamente maduros comumente ocorrem eadg a estes coléteres em
desenvolvimento (Figs. 6 e 9). A etapa seguintarécterizada pela continuidade de
divisdes e pela expansédo das células do colétgs.(Pie 10). Ao final do processo, a
protoderme dara origem a epiderme do coléter, oegg@retora em palicada e porcéo
que recobre o pedunculo. O meristema fundamentalaf@r parte interna do pedunculo
e as células parenquiméticas do eixo central (Hi§se 11). Durante o alongamento
celular, observa-se o desenvolvimento de idioblasto#endo drusas na regido do
parénquima central (Figs. 11, 12 e 15 a 18). Enuna&s espécies foi observada
vascularizacdo chegando até a base do eixo cdRital 16). Laticiferos podem ser
visualizados acompanhando a vasculariza¢do, conforetanceanothifoliugFig. 15).

A secrecdo produzida pela epiderme secretora é wdaden no espaco
subcuticular, como consequéncia a cuticula serdistéFigs. 11 e 17) e a secrecédo é

eliminada para o meio externo mediante o rompimeatanesma. Apos eliminacgéo,
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toda a secrecao fica retida na porcdo meristemagical caulinar, onde os primérdios
foliares estdo em constante desenvolvimento (Fig. 2@&tividade € mais intensa nos
primérdios foliares e folhas jovens, onde a secregdimulada no espacgo subcuticular
foi mais comumente observada (Figs. 11 e 17). $dsi®oquimicos confirmaram a
natureza polissacaridica da secrecdo dos colémelenciada pela reacdo positiva ao
PAS (Figs. 18 a 20).

Em algumas espécies o0s coléteres sdo caducos, sbselvados somente nos
primordios e folhas jovens, como nos casosGieton pygmaeysC. burchelli e

Brasiliocroton mamoninha

Nectarios Extraflorais (NEF’s} Um par de NEF's posicionados na inser¢éo do

peciolo com a base da lamina foliar, denominadosocacnopeciolares/baselaminares,
constitui um carater diagnostico @deodorg estando presente em todas as espécies
desta secado (Figs. 21 a 23). A auséncia dested@puectario € uma caracteristica da
secadLamprocroton sendo que a Unica espécie desta sec¢do que dprestenestrutura

e Croton imbricatus Dentre as espécies do grupo externo, NEF's gstgentes em
Croton cuneatusC. yavitensisC. palanostigmae Brasiliocroton mamoninhgTabela

1).

Na secadCleodorg em Croton orinocensigsubsecadsprucean), além de um
par na posicao acropeciolar/baselaminar ocorremsN&d-longo da margem da lamina
foliar, alternados com os coléterg3roton fragrans (subsecadSprucean) € a Unica
espécie d€leodoraque possui mais de um par de NEF's acropeciolmssfaminares.

A morfologia dos NEF's é variavel entre as espédas secdoCleodora
(resultados sumarizados na tabelgp@gendo apresentar um pedunculo longo (Figs. 24
e 25), com comprimento superior a trés vezes aaatta regido secretora, curto (Figs.
26 e 27), com comprimento inferior a trés veze#twmaada regido secretora ou séssil
(Fig. 22). A porcdo secretora localiza-se na regié&ial do pedunculo, podendo
apresentar uma superficie concava (Fig. 28) ouecan(fig. 29).

Os NEF'’s sédo intensamente vascularizados por m@agdes provenientes do
sistema vascular do peciolo (Figs. 21 e 27), clomatlema e floema (em maior
propor¢cdo) até o parénquima nectarifero que ocupsicgo subepidérmica. Os
laticiferos acompanham a vascularizacdo dos NEBs.(E8 a 30) e nas terminagfes de
xilema e floema se concentram idioblastos contemidtais do tipo drusa embora estes

também possam ocorrer no tecido fundamental do noedt (Figs. 28 a 32). O
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parénquima nectarifero é composto por uma a cias@adas de células de paredes finas
e citoplasma denso (Figs. 28 a 32). A superficieesera do NEF é dilatada e formada

por epiderme secretora em palicada, com cuticglessa (Figs. 28 e 29), e na margem
possuem paredes espessas. O centro da superti@&osz € 0 sitio de eliminacdo do

néctar onde as células epidérmicas possuem paredsdinas e € comum a formacao

de espacos subcuticulares repletos de secre¢dm @Hga 32). O néctar € eliminado

pelo rompimento dauticula (Fig 33).

Ao longo da epiderme nas margens do NEF e do pathioecorrem tricomas

tectores e idioblastos secretores.

Tabela 2.Classificacdo do tipo de NEF encontrado em cadaciEspé

Espécie Comprimento do pedunculo Superficie seeretor
Croton rottlerifolius curto convexa
Croton orinocensis curto convexa
Croton spruceanus curto convexa
Croton billbergianus curto convexa
Croton fragrans longo cbncava
Croton heterocalyx curto convexa
Croton sphaerogynus curto convexa
Croton cajucara séssil convexa
Croton organensis curto convexa
Croton salutaris longo cbncava
Croton campanulatus longo cbncava
Croton hemiargyreus longo cbncava
Croton imbricatus séssil convexa
Croton cuneatus séssil convexa
Croton palanostigma curto Reta/convexa com a margem elevada
Croton burchellii séssil convexa
Brasiliocroton mamoninha curto convexa

Idioblastos Secretoress Os idioblastos secretores aparecem como células

volumosas na epiderme (Figs. 34, 35, 39 e 40) oweptve as células do parénquima
palicadico (Fig. 37) e/ou do parénquima lacunosgs(F36 e 38) podendo se projetar
até a superficie foliar (Figs. 34, 35, 37, 39 e d@)mesmo acima dela (Fig. 38). A
secrecdo é densa e ocupa praticamente todo oasitogl (Figs. 36, 37 e 40). Em
algumas espécies, os idioblastos sdo tdo amplosegjestendem no mesofilo de uma
face a outra da folha.

Nos cortes dos meristemas apicais avaliados n@mnfabservadas células da

protoderme dando origem aos idioblastos secreto@esdesenvolvimento destas
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estruturas é muito rapido, ndo sendo possivel rdetar se sao originadas
exclusivamente do meristema fundamental ou se ti&ipacao da protoderme.

Os idioblastos secretores sdo comuns nas espéci€rotien mas variam
guanto a posicdo em que ocorrem. Nas espéciescdaGleodorg eles podem estar
voltados para ambas as faces da lamina foliar onaapeara a face abaxial (Figs. 36 e
38). No mesofilo das espécies da subsegfiniceanios idioblastos estdo somente
voltados para a face abaxial (Fig. 38), enquanto snhsecaoSphaerogynio
posicionamento é variavel (Tabela 1). Na sdg@mprocrotonsubsecadamprocroton
estas estruturas ndo estao presentes apen@sotom splendidug emC. pygmaeu®
ocorrem somente voltadas para a face adaxial daasf@Fig. 39 e Tabela 1), com
excecdo d€. imbricatus na qual os idioblastos secretores estao voltpd@sambas as
faces (Fig. 37). Todas as espécies do grupo exfmasuem idioblastos secretores, 0s
quais ocorrem voltados para a face adaxiaAstnaea lobataCroton sacaquinha C.
gnaphalii, e voltados para a face abaxial eBrasiliocroton mamoninha C.
palanostigmae C. cuneatugTabela 1)Brasiliocroton mamoninhapresenta ainda um
posicionamento raro de idioblastos secretores ewda, aos pares, na base dos
tricomas tectores.

Os testes histoquimicos indicam que a secrecaadeonts idioblastos possui
natureza lipidica (Fig. 40).

Tricomas Secretores Os tricomas secretores sao unicelulares, coitkig por

uma porgéo basal estreita formando um pequeno pefdia uma porcao distal dilatada
onde a secrecéo se acumula (Figs. 39, 41, 43 e 44).

Os testes histoquimicos indicam que a secrecdo stittdda por lipidios e
terpendides. A natureza lipidica foi evidenciadéa peacdo positiva ao Sudan IV,
Sudan Red e Sulfato Azul do Nilo sob luz visivelcevermelho neutro sob luz UV. A
reacao positiva ao teste com o reagente de Nauiuexicoloracdo azul arroxeada tipica
de Oleo-resina.

A célula da protoderme que da origem ao tricomaesacé reconhecida pelo
maior volume, nucleo evidente e citoplasma densg. @2). A porcao externa desta
célula se dilata e se expande. Como consequénagxpimsao do protoplasto, que é
bastante denso, o nucleo fica deslocado para apbasal (Fig. 43). Na porcao distal a

secrecado produzida € acumulada (Figs. 41 e 44).
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Os tricomas tém atividade mais intensa nas folhais jovens, do primeiro ao
terceiro nd, e na medida em que as folhas se ddsemjoesses tricomas se tornam
senescentes.

Tricomas secretores sao restritos as espécies g@@ samprocroton (com
excecdo deC. imbricatu3 e aC. sacaquinhasecaolLasiogyne grupo externo). Em
Cleodorae demais espécies do grupo externo ocorrem iditidasecretores voltados
para a face abaxial das folhas e os tricomas seesetdo ausentes. Tricomas secretores
e idioblastos secretores voltados para a face aba&@o estruturas mutuamente
excludentes. Espécies da subse&puceani(secdoCleodorg mostram estruturas
intermediarias entre idioblastos secretores e trasosecretores, pois a estrutura que
contém a secrecdo se estende desde o mesofilapasia o nivel da epiderme (Fig.
38).

DISCUSSAO

Laticiferos — Laticiferos articulados foram observados em goda espécies
estudadas (excetGroton alabamens)s evidenciando que a presenca de latex é um
carater diagnostico para o géné&mwmton e uma simplesiomorfia compartilhada entre
Croton, Brasiliocrotone Astraea

Euphorbiaceae foi organizada por Webster (19754189 5 subfamilias
(Acalyphoideae, Crotonoideae, Euphorbiodeae, @ldibideae e Phyllantoideae),
sendo um dos principais caracteres utilizados estiea delimitacdo a presenca e o tipo
de laticiferos. Em estudo filogenético posteriddifizldioideae e Phyllantoideae foram
excluidas de Euphorbiaceae (Chasal 2002). Atualmente, Euphorbiacems possui
3 subfamilias: Euphorbioideae, Crotonoideae e Adalideae (Chaset al 2002).
Crotonoideae e Euphorbioideae sao latecentes, etoglaticiferos foram registrados
apenas par@mphaleae Macarangaem Acalyphoideae (Rudall 1994).

Em Euphorbiaceae foram registrados dois tipostisfexos. Os néo articulados
sado 0s mais comuns, observados Emphorbiae na maioria dos demais géneros da
familia, tendo sido relatados (Rudall 1994) també&m Astraea comosa em 11
espécies d€roton (C. antisiphyliticusMart. ex Mull. Arg.,C. conduplicatu«kunth.,C.
heteropleurusUrb., C. megalobotrysMull. Arg., C. occidentalis Mull. Arg., C.
sagreanusMull. Arg., C. sylvaticusHochst.,Croton spl, Croton sp2, Croton sp3 e
Crotonsp4.). A presenca de laticiferos intrusivos nagsram caules foram registrados

como um carater exclusivo das espécie€ton da secadyclostigma(Wiedenhoeft
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et al 2009), os autores sugerem que estes laticifessraios sejam do tipo nao
articulado.

A presenca de laticiferos articulados é relatadapemas alguns representantes
de Crotonoideae, comManihot e Hevea (Rudall 1994) e o registro deste tipo de
laticiferos é inédito par@roton (28 espéciesBrasiliocrotone Astraea o que reforca a
presenca de laticiferos articulados nos membrda dabfamilia. Laticiferos articulados
se constituem numa caracteristica plesiomérfic&eson

Laticiferos ndo articulados correspondem ao tipoismaomum em
eudicotiledbneas e, para a familia Euphorbiaceaie,stdgerido que os laticiferos
articulados evoluiram dos néo articulados (Rud&b4). Se esta hipotese for
verdadeira, é possivel afirmar que em Crotonoidsdaticiferos articulados evoluiram
novamente, uma vez que a presenca deste tipoiciéelat € um carater compartilhado
por espécies déroton, Brasiliocroton Astraea e espécies da tribo Galphimeae
(Malpighiaceae). Uma segunda hip6tese é que adfémtis articulados sejam o tipo
plesiomoérfico tanto em Euphorbiaceae quanto em Idhilpceae. Estas duas familias
sdo apontadas como apresentando um ancestralelaessomum (Vegat al 2002).
Uma evidencia que pode sustentar tal hipétese @semga de laticiferos articulados
que na maturidade sofrem dissolugdo das paredeminggs, em Mandevilla
atroviolaceae Apocynaceae (Lopest al 2009). Por outro lado, laticiferos articulados
podem ser considerados como um carater homoplasgodp evoluido de forma
independente em linhagens ndo diretamente reladtasnamo em espécies dmtone
da tribo Galphimeae.

Quanto a origem dos laticiferos (tanto articuladmsno nao articulados)
acredita-se que tais estruturas tenham surgido peamientemente de células
parenquimaticas que passam a secretar latex ($88€, apud Rudall 1994). No
presente trabalho, as células parenquimaticas comteiedo heterogéneo nas
proximidades do floema d€roton alabamensisndicam uma condigdo ancestral da
célula que deu origem aos laticiferos €moton Esta evidencia corrobora a filogenia
molecular, poisC. alabamensisfoi inicialmente circunscrita enlLamprocroton
(Webster 1993), entretanto tal posicionamento ndio stiportado pela filogenia
molecular (Van Eeet al 2011). Uma nova sec¢adlabamensesmonotipica, foi
proposta para incluir esta espécie, a qual ocupa posicdo mais basal dentro de
Croton (subgénero Quadrilobi), ficando distante delLamprocroton (subgénero

Geiselerig.
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Ainda néo esta claro como o tipo de laticiferoi¢athdos ou ndo articulados)
pode auxiliar a compreensao das relacdes filogeastém Euphorbiaceae e mesmo em
Croton Entretanto, no presente trabalho foi possivettitiear em nivel subgenérico
algumas tendéncias quanto a ocorréncia de latsifamificados e ndo ramificados. Na
subsecad.amprocrotonos laticiferos articulados sdo exclusivamente m@dwifrcados,
enquanto que na sec&jeodorao tipo predominante é o articulado ramificado, com
excecdo apenas pafa hemiargyreusC. sphaerogynuse C. heterocalyxonde os
laticiferos articulados sdo nao ramificados. Eatret, para se definir o tipo
plesiomorfico para o género sao necessarios estiidsonsiderem um maior nimero
de espécies e de secOesCleton uma vez que, no grupo exterristraea lobata
possui laticiferos articulados ramificados BRrasiliocroton mamoninha Croton
burchelli, C. cuneatus C. gnaphallj C. palanostigmae C. sacaquinhapossuem
laticiferos articulados n&o ramificados. Desta fmrm reconstrucdo dos caracteres
anatdomicos (neste caso o tipo de laticifero) usdildgenias moleculares se fazem
necessarios para esclarecer a histdria evolutisa@dsmos er@roton

Coléteres

Os coléteres nas espécies estudadasCdson sdo considerados como
emergéncias por apresentarem uma origem mistdiageaprotoderme e do meristema
fundamental, havendo a participacdo do procamhjoeias que séo vascularizados. Os
coléteres encontram-se ativos nos primordios fediae em folhas jovens, onde
eliminam uma secrecdo de natureza polissacariicgue esta de acordo com o
relatado na literatura para a funcdo de protec&opdonordios foliares durante o seu
desenvolvimento atribuida a essas estruturas @rei&tHorner 1968; Lersten 1974;
Fahn 1979), promovendo a lubrificacdo da regidoistegnatica apical caulinar de
forma a amenizar o atrito dos tecidos foliares ermécao e evitar a sua dessecacao
(Solereder 1908). A funcdo dos laticiferos obs#wsa nos coléteres de€.
ceanothifoliusé ainda obscura. O latex pode conter substanciae fosra a pre-
secrecao, especialmente em coléteres que secetaras (Thomas 1991).

A secrecao eliminada pelas células epidérmicagteeas em palicada acumula-
se num espaco subcuticular. O constante acumuteatacao neste espaco pressiona a
cuticula, a qual vai se dilatando até a sua ruptucdnsequente extravasamento da
secrecao para o0 meio externo, envolvendo os priogfdliares e as folhas jovens. Este

processo secretor ja foi relatado para coléteresdidiéntas familias dentre as
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Angiospermas (Lersten & Curtis 1974; Mohan & Inamd886; Kuriachen & Dave
1989; Paiva & Machado 2006; Paiva 2012). SegundomEs (1991) a formacao deste
espaco onde a secre¢do se acumula acelera o proeeskminacédo da mesma.

Dentro da ordem Malpighiales (APGII 2003), a presede coléteres € relatada
em Euphorbiaceae, Erythroxylaceae, Passifloracedgzophoraceae, Turneraceae
(Thomas 1991) e em Caryocaraceae (Paiva & Machdas)2 Em Caryocar
brasiliense Camb. os coléteres sdo do tipo padrdo e ocorrenface adaxial das
estipulas que protegem o apice caulinar. Estegasjoectivamente, o tipo e o local de
ocorréncia mais comuns para os coléteres (Thomas).1B® todas as espécies de
Croton estudadas no presente trabalho os coléteres obdesrtambém séo do tipo
padrdo, porém o posicionamento dos mesmos nas insaige folhas é um registro raro.
A ocorréncia de coléteres nas margens de estipatasspécies de Rubiaceae ja foi
relatada (Lersten 1974). Nesta familia, as est$putamumente envolvem os apices
caulinares e contém inumeros coléteres que protegenprimérdios foliares em
desenvolvimento (Lersten 1974; Fahn 1979; K&tial. 2004; Vitarelli & Santos 2009).

A presenca de coléteres nas margens das folhasr@unt, porém é uma caracteristica
importante enCroton pois suas folhas em desenvolvimento apresentasois@das,
mantendo as margens de cada metade da laminadol@das, com apenas a superficie
dorsal exposta ao meio externo. Os coléteres erarorge ao longo dessas margens e
sua secrecao recobre toda a superficie marginafolless em expanséo e isolam a
superficie ventral do meio externo, protegendo-atrao a dessecacdo. Isto €
particularmente interessante €roton, pois a maioria de suas espécies possuem folhas
densamente recoberta por tricomas tectores nadiaaeial, 0s quais protegem esta
superficie. Por outro lado, a face adaxial possua wensidade consideravelmente
menor de tricomas tectores, podendo inclusive lsbra

A presenca de coléteres do tipo padrdo em 26 dassp8cies deCroton
estudadas, além de ser um dado novo para 0 généita que tais estruturas sejam
comuns enCroton Verifica-se que a falta de registros sobre aréoaia de coléteres
em Croton pode ser devido a problemas de interpretacdo.natisar as imagens dos
cortes anatbmicos de flores e folhas de espécigdraten publicadas em periddicos
(Freitas et al 2001; S&-Haiad et al 2009; De-Patulkd 2010) é possivel verificar uma
grande semelhanca estrutural e na posi¢cdo comléeres descritos para as espécies
estudadas no presente trabalho. Tais estruturaberen as denominacdes: estruturas

filamentosas nas flores pistiladas@eton floribundusC. fuscescen<. glandulosus
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C. lundianus C. piptocalyx C. triqueter e C. urucurana(De-Paula et al 2010) e
nectarios extraflorais nas estipulas e na margenfalaas deC. sarcopetalugviill.
Arg. (Freitas et al 2001), e nas margens das fotleespécies d€roton secdo
CyclostigmasensuWebster (1993), dBrasiliocroton mamoninh& deAstraea lobata
A. jatropha(Mill.Arg.) B.W.van Ee é\. KlotzschiiDidr. (S4-Haiad et al 2009).

Nectarios extraflorais ndo sdo incomuns nas mardasdolhas de espécies de
Croton, entretanto esses ocorrem alternados com outriagtueas secretoras de
morfologia distinta e de tamanho muito reduzidom@Bodemonstrado no presente
trabalho, para as espéciesCloton secoesCleodorae Lamprocrotone grupo externo,
tais estruturas correspondem aos coléteres dgégdio. Estes resultados reforcam o
relato de Webster (1996) de que, em folha€d®on as glandulas especializadas na
base da lamina ou &pice do peciolo, e por vezegmes entre os dentes ao longo da
margem, sao diferentes dos pequenos tricomas dgéaadumarginais, sendo muito
maiores e morfologicamente mais complexas, ndocead® ser homodlogas aos
peguenos tricomas glandulares marginais.

Nas espécies estudadas @zoton os NEF's e coléteres sao estruturas
morfologica e funcionalmente distintas e parecem s&t estruturas homologas, o que
ndo impede que exista alguma correlacdo entre térinisevolutiva de ambas. Em
Astraea lobatee emCroton alabamensjsjue ocupam uma posi¢cao basal na filogenia
molecular, ndo ocorrem os NEF’s baselaminaresetamiio nesta posicdo encontram-se
aglomerados de coléteres. Este fato indica que frdeavido uma pressao de selecao
em Croton para a perda dos coléteres baselaminares, e suntgirde estruturas mais
complexas como os NEF's que podem ter proporcionadamaior valor adaptativo
para este grupo de espécies. Lersten (1975) ohsgu alguns géneros de Rubiaceae
perderam a capacidade de produzir coléteres, elaoiwna esta tendéncia evolutiva
com o investimento em outras especializacées astigtou com um incremento de
espécies herbaceas.

Ressalta-se a importancia de uma revisdo da dtassib das estruturas
secretoras descritas como nectarios extrafloragmbalhos de Freitas al (2001) e de
Sa-Haiadet al (2009) e daquelas descritas como estruturas léifamentosas por De-
Paula et al (2010). Freitaset al (2001) e Sa-Haiacet al (2009) justificaram a
classificagdo como NEF’s e ndo como coléteres\ymificaram a presenca de agucares
na composicdo do secretado. Entretanto, na seckbgsiacoléteres também podem

ocorrer agucares (Thomas 1991), como a presengard®se na secrecao dos coléteres
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de Aganosma(Dave et al. 1987), deRoupelia (Thomaset al. 1989), deAlstonia
(Thomas & Dave 19906) e deora (Dave & Thomas 1991¢ glicose e ramnose na
secrec¢do dos coléteresAldamanda(Thomas & Dave 1989).

A definicdo de determinadas estruturas secretooaso ctricomas, coléteres,
nectarios, hidatodios e glandulas de sal pode m#iouma tarefa facil. Além da
morfologia, o tipo de secrecdo deve ser considefiadlon 1979), pois deverd interferir
no esclarecimento da funcdo desempenhada pelduesir®s resultados do presente
trabalho enfatizam a presenca de colétereCenton, uma vez que a morfologia, a
posicdo, o tipo de secrecdo e o periodo de atigidhbsas estruturas nas espécies
estudadas, refletem a funcdo de protecdo dos mliosdrfoliares durante o seu
desenvolvimento.

Nas espécies estudadas @eoton verificou-se que o periodo de atividade
secretora dos coléteres e dos NEF's é distint@nést os coléteres ja completamente
formados e ativos nos primordios foliares, enquastéNEF’s, em inicio de formacgéo
nos primérdios foliares, secretam apenas nas falbmpletamente expandidas.

Os dados relatados no presente trabalho sugerema quesenca de coléteres
seja um carater diagnostico p&eoton e géneros proximamente relacionados, como
Brasiliocroton e Astraea O estudo da evolucdo dos coléteres pode contrdom a
compreensao da histdria evolutiva das estruturaeteeas enCroton, bem como das
interrelacdes filogenéticas na familia Euphorbiacéaauséncia de coléteres nas folhas
de C. muellerianus(subsecadoLamprocroton SecaolLamprocroton e C. gnaphalii
(subsecadrgentinii, Secdo_amprocroton € surpreendente. Acredita-se que coléteres
possam ocorrer nestas espécies, porém o diminotant®o das folhas (algumas nao
chegam a 2 cm de comprimento) émmprocrotone do proprio coléter pode ter
dificultado o alcance dos mesmos nos cortes efetuadma alternativa para se
confirmar a presenca de coléteres nestas espéecesitéizacdo de cortes seriados
compreendendo todo o meristema apical.

A presenca de drusas no parénquima do eixo celdgatoléteres de todas as
espécies estudadas é mais um carater que podeladertaxondmico paraCroton,

Brasiliocrotone Astraea

Nectarios Extraflorais (NEF'S)

A atividade dos NEF's nas espécies @mton estudadas ocorre em folhas

completamente expandidas e pode ser detectadagatoulo do néctar em um espaco
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subcuticular e posterior eliminacdo pelo rompimetdocuticula. Este mecanismo de
secrecdo de néctar por nectarios (florais e eamtefl) € comum em espécies de
diversas familias botanicas (Fahn 1952; Thaekeal 2008). A presenca marcante de
laticiferos acompanhando o floema na vascularizaggBoNEF's, indica que o latex
pode estar contribuindo com o processo de tramsfiex@e acucares do floema para os
tecidos nectariferos. Situacdo semelhante foi addatpara os NEF's délevea
brasiliensis(Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg. (Fahn 1979). A penca dos laticiferos nos
NEF’'s deCroton pode indicar ainda, que outros constituintes dexlgpodem fazer
parte da composicao do néctar secretado.

A auséncia de um par de NEF's baselaminares/adodgexs € um carater
diagnostico para a secdcamprocroton A presenca destes nectarios &roton
imbricatusé um forte indicio de que esta espécie esteja earnante posicionada na
secao Lamprocroton Cabe ressaltar que esta € um das espécies qudonao
sequenciadas no trabalho de filogenia moleculdizegbp para a secdoamprocroton
(Van Ee & Berry 2011). Por outro lado, a presen@ uwin par de NEF's
baselaminares/acropeciolares € um carater diagnogtira a secaGleodora Nesta
secaofoi verificada uma intima relacéo entre o compritoato pedunculo dos NEF's e
a morfologia da superficie secretora. Os NEF's ppssuem peduinculo curto ou séssil
apresentam a superficie secretora convexa, engnagteles em que o pedunculo é
longo a superficie secretora € concava. Esta disiirestrutural entre os NEF's em
Cleodora esta diretamente relacionada com a historia d@valulas espécies desta
secdo. Na subsec&pruceaniCaruzoet al2011) os NEF's possuem pedunculo curto e
superficie secretora convexaroton fragranse a Unica excecao, espécie que difere das
demais também pela presenca de mais de um par deF'sNE
baselaminares/acropeciolares. Estes dados anatésdicasongruentes com a topologia
das arvores filogenéticas, onde esta espécie seiqmas externamente ao clado
constituido pelas demais espécies da subsgpameaniCaruzoet al2011).

Dentro da subsec&®phaerogynidois clados distintos sdo bem suportados pela
filogenia molecular (Caruzet al2011): o clado 1, o qual compreert@leorganensisC.
cajucarg C. sphaerogynu® C. heterocalyxe o clado 2, conC. hemiargyreusC.
campanulatuse C. salutaris Considerando a estrutura dos NEF's as espécies
compreendidas nestes dois clados apresentarammtgsi@volutivas distintas, sendo
que as espécies do clado 1 sdo caracterizadapneskenca de NEF's com pedunculo

curto ou seéssil e superficie secretora convexamassmo as espécies da subsecao
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Spruceani enquanto naquelas do clado 2 os NEF's possuemngelddlongo e
superficie secretora cbncava.

Os dados obtidos no presente trabalho indicam que Ceoton foram
selecionadas distintas estratégias de interrelag@aégicas de protecdo mediadas por
animais, em especial formigas carnivoras de cormp@mnto agressivo. Nas espécies em
que os NEF's possuem pedunculo curto e superfigeetora convexa, ndo ocorre
acumulo de néctar na superficie do NEF, pois a aaegiie a secrecao é eliminada ela
escorre e se espalha sobre a lamina foliar e peddskim, a area onde os visitantes
podem encontrar o alimento é maior, mas a quardidadsecrecdo acumulada € menor.
Nas espécies em que os NEF's possuem pedunculo lensuperficie secretora é
cbncava, o0 néctar eliminado fica acumulado na codade. Desta forma, o recurso
disponibilizado ao visitante fica concentrado emamito local. Entretanto, estudos de
ecologia da interacdo entre os NEFsQleton e visitantes sdo necessarios para se

avaliar se essas diferencas podem ter significddptativo ou s&o casuais.

Idioblastos Secretores e Tricomas SecretoresA presenca de tricomas

secretores na face abaxial das folhas é um caditgndstico para a secao
Lamprocroton(excetoC. imbricatu3, estando presente também €noton sacaquinha
(secdoLasiogyne grupo externo). Webstest al (1996) relata que a ocorréncia de
tricomas secretores € restrita a se@arhamia e a C. ciliatoglandulifer (secéo
Adenophyllum extinta secdo monoespecifisensu Websteret al 1996), assim a
observacdo de tricomas secretores &@mprocroton e Lasiogyne amplia o
conhecimento sobre a distribuicdo destas estruamadroton, o0 que € de fundamental
importancia para a taxonomia e abordagens filog&®tpara 0 género. A secao
AdenophyllunsensuwWebster (1993), que era monoespecifica, foi exti\an Eeet al
2011), tendo sido criada a seg&enophyllj a qual incluiC. ciliatoglandulifere mais
222 espécies do novo mundo. Futuros trabalhos mpéiean a investigacdo anatdémica
nas demais espécies das se@m=nophyllie Lasiogynese fazem necessarios para que
seja possivel confirmar se a presenca de tricomagtores se constitui num carater
diagndstico para estas sec¢des assim comd_pangrocroton

Os resultados obtidos permitem sugerir que os lasbds secretores e tricomas
secretores voltados para a face abaxial das fabgsn estruturas homélogas em
Croton Em algumas espécies @eoton (secadCleodora+ C. imbricatus C. burchellj

C. cuneatusC. palanostigmp em Astraea lobatae em Brasiliocroton mamoninha
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foram selecionadas estruturas internas de armazsarde metabolitos secundarios,
nos idioblastos secretores do mesofilo. Em outsag&oLamprocroton excetoC.
imbricatus + C. alabamensig C. sacaquinhpocorreu uma tendéncia a exteriorizagao
das estruturas secretoras que contém esses memindliforma de tricomas secretores.
A presenca de idioblastos secretores voltados marauperficie abaxial em
Brasiliocroton mamoninhaespécie irma d€roton, indica que esta € uma caracteristica
simplesiomorfica compartilhada ent@roton e Brasiliocroton Dentro do género
Croton, parece ter ocorrido uma transferéncia do local ad@mazenamento dos
metabolitos secundarios de estruturas secretorasnast para estruturas secretoras
externas. Desta forma, a presenca de tricomasteegearece ser uma sinapomorfia
da secadd.amprocrotonsensuVan Ee & Berry (2011) e possivelmente também das
secOeslLasiogyne(C. sacaquinha inCaruzoet al. 2011) eBarhamig embora seja
necessario avaliar um maior numero de espécieasies;0es para confirmar tal
hipotese. A presenca de tricomas secretores pouk aer considerada como um
carater homoplastico por ter sido relatada@neiliatoglandulifer(sect.Adenophyllum
sensWebster 1993, sect. Adenophylli sensu VareEal 2011).

Em Cleodora as espécies da subse@muceaniparecem representar um grupo
chave na compreensdo da histéria evolutiva dosntids secretores, pois todas as
espécies desta subsecao possuem idioblastos sesnetttados para a face abaxial das
folhas, os quais apresentam um posicionamentoititsansentre estruturas internas
(idioblastos secretores) e estruturas externasoffias secretores). Desta forma, a
subsecadspruceanipode ser um clado que ilustra uma etapa de t&msia histéria
evolutiva das estruturas secretoras @mton, indicando que 0s tricomas secretores
podem ter se originado a partir da modificacaadawmblastos secretores, corroborando a
homologia entre estas estruturas. Os testes histoms realizados reforcam a hipétese
de homologia, uma vez que demonstram semelhantpasigdo quimica, do produto
secretado, o qual apresenta natureza lipidica tesdadioblastos quanto nos tricomas
secretores.

Esta hipotese corrobora as conclusées de Thom&4)(¥de Fahn (2002) no
que diz respeito a historia evolutiva das estrstwecretoras. Thomas (1991) conclui
que as estruturas glandulares exdgenas possuenewhagdo mais recente e Fahn
(2002) sugere que o curso da evolucdo dos tecetosteres com fungéo protetora no
corpo das plantas vasculares parece ter sido penenidlo mesofilo, como ocorre em

algumas Pteridospermas, e assume duas direcOasiearpg para a epiderme e tricomas
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epidérmicos, como em muitas Angiospermas, e a slegpara o floema primario e

secundério, como em algumas coniferas, bem conacopdlema secundario.

CONCLUSOES

A grande diversidade de estruturas secretorasibdigtas nas folhas das
espécies deCroton (laticiferos, coléteres, NEF’s, idioblastos semet e tricomas
secretores) justificam a riqgueza quimica do géreerapontam para 0 potencial em
bioprospeccéo de suas espécies. Além de indicaveneste grupo apresenta um alto
nivel de interacdes ecoldgicas, fato ainda pouptoexdo em pesquisas cdabmoton

As estruturas secretoras €noton mostram grande relevancia na taxonomia e
filogenia do género, tendo sido possivel fazerciaa entre os clados estudados com
grande potencial para o esclarecimento das reldijdgsnéticas e historia evolutiva de
suas espécies.

A presenca de laticiferos articulados ndo ramifisad um carater diagndstico
para as espécies da setamprocroton

Os coléteres marginais sao indicados como um pebarater diagnostico em
Croton

Foi possivel estabelecer uma correlacdo entre fologia dos NEF'’s, os quais
apresentam pedunculo longo e superficie secreboi@aga ou pedunculo curto ou séssil
e superficie secretora convexa. Os diferentes tgwsNEF's ilustram tendéncias
evolutivas distintas dentro da sedaeodorg as quais corroboram os clados plotados
pela filogenia molecular em suas subsecdes.

Idioblastos secretores e tricomas secretores parsee estruturas homologas
emCroton

Os caracteres anatdomicos observados nas folh@sadien imbricatussugerem
que esta espécie ndo esteja proximamente relaciooadas demais espécies da secao
Lamprocroton A presenca de um par de NEF's baselaminares/asobges, a
presenca de idioblastos secretores voltados pdrasaas faces da folha e a auséncia de
tricomas secretores nesta espécie justificam estelusao. Novos estudos moleculares
gue ampliem a amostragem damprocrotone incluamC. imbricatus se fazem
necessarios para uma melhor delimitacéo desta sec¢éo.

O conhecimento acerca da diversidade de estrus@@®toras entroton se

constitui numa importante fonte de dados que dmntiom o esclarecimento acerca
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das interrelacbes entre as espécies do género amaonalentro da familia
Euphorbiaceae. Entretanto, estudos que combineniadss de anatomia e biologia
molecular, assim como estudos de reconstrucao temicees caracteres anatdomicos
usando as filogenias moleculares, sdo necessamwa psclarecer as relacdes

filogenéticas e historia evolutiva das estrutueasetoras entroton

30



31



Figuras 1 a 5.Secc@es longitudinais dos primérdios foliares iftids em resina e corados com azul de
toluidina, mostrando os laticiferos em vista londibal. Fig. 1. C. muellerianuglaticiferos articulados
nao ramificadosFig. 2. C. imbricatus laticiferos articulados ndo ramificadésg. 3. C. campanulatus
laticiferos articulados ramificadoBig. 4. C. rottlerifolius laticiferos articulados ramificaddsig. 5. C.
orinocensis laticiferos articulados ramificaddsiguras 6 a 13 e 15 a 1Folhas deCrotonem distintos
estadios de desenvolvimento, incluidas em resinegr&das com azul de toluidinBiguras 6 a 11.
Seccdes transversais de primoérdios foliares e $gltneens mostrando a ontogenia dos colététigs.6.
Primordio foliar do primeiro n6 caulinar d& erythroxyloidesmostrando o inicio do desenvolvimento
do coléter. Observe que é comum a sua localizag@zente aos tricomas lepidotdsgs. 7, 8 e 9.
Coléteres em formacao nos primdrdios foliares dmeteo né caulinar d€. erythroxyloidegFigs. 7 e 8)

e deC. splendidugFig. 9), mostrando o inicio da formacgédo do pavém@ central e pedunculo a partir de
divisBes periclinais do meristema fundamental. @lese nlcleo evidente e a intensa taxa de divisdes
anticlinais da protoderme para a formacao da epigesecretorarig. 10.C. erythroxyloidescoléter em
fase final do desenvolvimentBig. 11.C. pallidulus coléter completamente formado e ativo, observe a
secrecdo acumulada no espaco subcutictHigr. 12. Coléter completamente formado associado aos
primeros primérdios foliares d@. campanulatus-ig 13. Coléteres marginais nos primérdios foliares de
C. cajucara Fig. 14. Coléteres marginais em folhas completamente exgasddiafanizadas d€.
heterocalyx Fig 15. Coléter marginal vascularizado em@. ceanothifolius estruturas coradas
intensamente no parénquima central corresondemlagiofferos. Fig. 16. Coléter marginal deC.
pallidulus evidenciando a vascularizagdo chegando até admgarénquima central e a presenga de
idioblastos secretores na base da estruftigd. 17. Coléteres ativos nos primordios foliares Ge
imbricatus Figs. 18 e 19.Reacdo positiva ao PAS nos coléteres dos primortbbares deC.
erythroxyloidesem seccéo longitudinal (Fig. 18) e transversal.(EB).Fig. 20. Seccéo longitudinal do
apice caulinar deC. imbricatus evidenciando reacdo positiva ao PAS da secregdeemiente dos
coléteres envolvendo os primérdios foliares.

Asteriscos brancos. Laticiferos. Asteriscos negros.Secrecao do coléteiSetas brancas.Paredes
terminais dos laticiferosCl. Coléter.Dr. Drusa.ES. Epiderme secretora em palicadd. Idioblasto
secretorPC. Parénquima centraPd. PedlnculoPF. Primérdio foliar. Tr. Tricoma tector.

Figuras 21 a 33:NEF’s baselaminares acropeciolares em seccaduoliggl. Figs. 21 a 23, 25, 27 a 33.
Inclusdo em resina, corado com azul de toluidtigs 24 e 26Folhas diafanizadas coradas com fucsina
alcdlica. Fig. 21. Croton heterocalyx par de NEF's com pedinculo curto. Note a vasiaasg#io
proveniente da ramificacdo de feixes vasculargsestfolo (seta - idem Fig. 2/ig. 22 C. cajucara par

de NEF's sésseigig. 23.C. spruceanuspar de NEF's com pedunculo curfeg. 24.C. hemiargyreus
NEF com pedunculo longdrig. 25. C. salutaris NEF com pedinculo longo e superficie secretora
cobncavaFig. 26. Brasiliocroton mamoninhaNEF com pedunculo curtéig. 27.C. heterocalyx NEF
com pedunculo curto e superficie secretora conveéxgp.28. C. fragrans superficie secretora cocava.
Note os laticiferos acompanhando a vascularizagidNBF e idioblastos secretores ao longo do
pedunculo (idem Fig. 29Fig. 29.C. sphaerogynysuperficie secretora conveXag. 30.Vista geral do
NEF deC. spruceanuscom xilema, floema e laticiferos chegando até&@pquima nectariferéigs. 31

e 32.Detalhe da superficie secretora dos NEF'<dgalanostigmae C. rottlerifolius respectivamente,
evidenciando a epiderme em palicada eliminandoctanéue se acumula no espaco subcutictigr.

33. Detalhe da superficie secretora do NEFCdbillbergianus evidenciando a eliminacéo do néctar pelo
rompimento da cuticulzES. Epiderme SecretoraCt. Cuticula.Dr. Drusa.Fl. Floema.ld. Idioblasto
SecretorLt. Laticifero.Nc. Néctar.PN. Parénquima Nectarifer®l. Xilema.
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Figuras 34 e 35Vista frontal dos idioblastos secretores ao nilas células epidérmicas na face adaxial
das folhas deC. myrianthuse na face abaxial das folhas @e cajucara Figs. 36 a 39.Seccles
transversais de folhas incluidas em resina e ceradm azul de toluidindsig. 36. C. hemiargyreus
idioblastos voltados apenas para a face ab&i@l.37.C imbricatus idioblastos voltados para ambas as
faces. Fig. 38. C. fragrans idioblastos secretores voltados apenas para e dbaxial. Note como
emergem do mesofilo ao meio externo, ficando admaivel das células epidérmicas. Estas estruturas
correspondem ao tipo transitorio entre idioblagtdscomas secretoreBig. 39.C. dichrous Idioblastos
secretores voltados apenas para a face adaxialpogecdes epidérmicas, tricomas secretores na face
abaxial.Figs. 40 e 41Secc¢0es transversais de folhas submetidas accst&udan 1V, reagdo positiva
dos idioblastos secretores €@ndichrous(Fig. 40) e dos tricomas secretores@nsplendidusFigs. 42 a
44.0ntogenia dos tricomas secretores@msplendidugFigs. 42 e 43) €. erythroxyloidegFig. 44).

Dr. Drusa.ld. Idioblasto Secretoilr. Tricoma TectorTS. Tricoma Secretor.
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Apéndice I: Lista de espécies, voucher (herbario)mimero do coletor

Espécie

Voucher, coletor

=

. Croton ceanothifoliuBaill.

N

. Croton dichrouaMill. Arg.

SP, Lima 325
HUEMG, Alvim 46/ Vitarelli 012/ SP, Corlro 2771/ SP,
Stehmann 2504

3. Croton erythroxyloide8aill. VIC, Vitarelli 002/ VIC, Vitarelli 005/ VIC,Vitarelli s/n°
4. Croton imbricatud_.R. Lima & Pirani  SP, Laessor s/n°/ SPF, Furlar? s
= 5. Croton muellerianu&.R. Lima BHCB, Ribas 926
g 6. Croton myrianthusMll. Arg. SP, Lima 296
é 7. Croton pallidulusBaill. SP, Lima 319
s 8. Croton pseudoadipatuSroizat HUEMG, Monteiroet al 009 /HUEMG, Monteiroet al
017
9. Croton Pygmaeuk. R. Lima BHCB, Falkenberg 6483/ BHCB, Marchet5
10. Croton splendidu$art. HUEMG, Alvim s/n°/ HUEMG, Alvim 40/VIC, Vitaelli
s/n°*/ VIC, Vitarelli s/n°
11.C. gnaphalliBaill. BHCB, Marchett 545
12. Croton billbergianugvill. Arg. RB, Wiley 7
13 Croton cajucaraBenth. SP, Caruzo 95/ RB, Jangoux 1051
14Croton campanulatus Caruzo & SP, Lima 469/ RBR Monteiro 7964-I
Cordeiro
15.C. fragransKunth SP, Caruzet al 125
© 16.C. hemiargyreudiull.Arg SP, Caruzo 114/ RB, Nascimento 473
'§ 17.C. heterocalyBaill SP, Caruzo 108
8 18. Croton organensi8aill. SP, Caruzo 90/ RB, Prado 366
19.C. orinocensisMll.Arg. SP, Caruzo 124
20Croton rottlerifoliusBaill. SPF, Lima 139
21. Croton salutarisCasar. SP, Caruzo 89/ RBR, Pardo 108
22. Croton sphaerogynuBaill. SP, Caruzo 88/ RB, Landrum 2052
23. Croton spruceanuBenth. RB, Ducke s/n°.
24.. Croton alabamensi&. A. Smith ex SP, Keener 2472/ VIC, Berry s/n°
Chapman
25.C. burchelliimull. Arg. SPF, Lima 257
% 26..C. cuneatuKlotzsch INPA, Lima 1510
5 27.Croton palanostigm&lotzsch SP, Cordeiro 192
% 28.C. sacaquinh&roizat HB, Rodrigues s/n°
O

29. Astraea lobatgL.) Klotzsch
30. Brasiliocroton mamoninhaBerry &

Cordeiro

SP, Melo 1285
SPF Fiaschi 951
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Capitulo II:
“Evolucado dos caracteres estruturais foliares no gante
géneroCroton (Euphorbiaceae): um estudo de caso da secao
Cleodord
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Evolucéo dos caracteres estruturais foliares no gigte géneroCroton

(Euphorbiaceae): um estudo de caso da sec@teodora

Resumo:A sec¢adCleodorafoi descrita como monofilética a luz da filogenialecular.

A secao se destaca pela sua ampla distribuicA@cussistemas florestais do Brasil e
por incluir representantes tradicionalmente utilz® na medicina popular. A historia
evolutiva dos caracteres anatémicos foliares, gmeca a diversidade e distribuicdo
das estruturas secretoras foi utilizada para dmntricom o esclarecimento das
interrelacdes das espécies@leodora Uma matriz de dados moleculares, considerando
regibes do genoma nuclear (ITS) e plastidigiL(-trnF e psbA-trnH foi construida
com as sequéncias de nucleotideos disponibilizadtasGenBank. Uma matriz
morfologica foi elaborada com 33 caracteres de olmgfa externa disponiveis na
literatura. Através do estudo da anatomia folié®, caracteres anatdomicos foram
selecionados para a elaboracdo de uma matriz des dathtOmicos considerando o0s
diferentes estados de carater. As matrizes moleaularfologica e anatdomica foram
concatenadas em uma abordagem de evidéncia totiihmte analises de Maxima
Parcimbnia e de Inferéncia Bayesiana. Os caractera®micos combinados com 0s
moleculares mostraram-se mais relevantes na reéspotiagtopologia dos ramos internos
na secadCleodoraque os morfologicos, e elevam os valores de sem@Estes ramos,
contribuindo com o esclarecimento das relacdeg @stespécies desta seco. Foi feita a
reconstrucdo dos estados ancestrais dos caracesédmicos sobre a filogenia
molecular. A otimizacdo dos caracteres estrutumaigilogenia molecular permitiu a
identificacdo de apomorfias e plesiomorfiasGleodorae outras linhagens deroton
que compdem o grupo externo.

Palavra chave reconstrucdo do estado ancestral, evidéncia, fitajenia, estruturas
secretoras, anatomia foliar.
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INTRODUCAO

O génerdCrotonL. se destaca na familia Euphorbiaceae pelo elevach@ro de
espécies, acentuada diversidade morfoldgica eldigtéo predominantemente tropical.
Entretanto, € na regido Neotropical onde esta ameaincentracdo de suas espécies,
tendo como principais centros de diversidade oiBi@s Antilhas e o México (Burger
& Huft 1995). Euphorbiaceae encontra-se organizaglm 3 subfamilias:
Euphorbioideae, Crotonoideae e Acalyphoideae (Cbhasd 2002;Juddet al 2009).
Crotonesté incluido em Crotonoideae apresentando ceré@2D espécies (Govaerts et
al. 2000), numero que corresponde a aproximadanmaetade do total de espécies
desta subfamilia que totaliza cerca de 2.400 espduVebster 1994). As espécies de
Croton podem ser herbaceas, arbustivas, lenhosas e aasémte lianas, com
distribuicdo pantropical (Webster 1993; Govaettal 2000).

A taxonomia e a sistematizacdo @eoton sdo complexas devido ao grande
namero de espécies, a diversidade morfologica,maadistribuicdo geografica e a falta
de distintas sinapomorfias morfolégicas para as segdes (Riina 2006). A monofilia
sugerida paraCroton a partir de dados morfolégicos (Webster 1994b) Mmdio
confirmada pelas analises moleculares (Begtyal 2005). Croton passou a ser
monofilético (Berryet al. 2005) pela sinonimizacéo #éoacrotonCroizat comCroton
e pelo restabelecimento do généstraeaKlotzsch (Berryet al 2005; Van Eeet al
2011) que correspondia a uma sec¢ao na classifickgdebster (1993).

Webster (1993) organizo€roton em 40 sec¢fes com base em caracteres
morfologicos, entretanto analises filogenéticas etwlares tém demonstrado que
muitas destas se¢des (Webster 1993) ndo sdo néiwafil (Berryet al 2005; Van Ee
et al 2006; Lima & Pirani 2008; Riinat al 2009, 2010; Van Ee & Berry 2010; Caruzo
et al 2011; Van Eeet al. 2011; Van Ee & Berry 2011). As revisdes da cfasstdo
infragenérica deCroton (Berry et al. 2005; Van Eeet al 2011), que consideraram
apenas dados moleculares proporcionaram uma ataggié mais natural. Entretanto, a
taxonomia do género ainda ndo esta completamestdvida, pois foram revistas
apenas as secoesgyroglossumBaill. (Gomes 2006),Cleodora (Klotzsch) Baill.
(Caruzoet al. 2011), Crotonopsis(Michx.) G.L. Webster(Van Ee & Berry 2009),
CyclostigmaGriseb. (Riinaet al 2009),Cuneati(G.L. Webster) Riina & Berry (Riina
et al 2010),Heptallon(Raf.) Mull. Arg. (Van Ee & Berry 2010}, amprocroton(Mull.
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Arg.) Pax in Engler & Prant{Lima & Pirani 2008; Van Ee & Berry 2011)untia
(Neck. Ex Raf.) G.L. Webster (Riinat al. 2010) ePedicellati B.W. VanEe & P.E.
Berry (VanEe & Berry 2011).

Dentre essas seco€deodorase destaca pela grande quantidade de espécies nos
ecossistemas florestais do Brasil (Caretaal 2011) e pela utilizacdo medicinal de
algumas de suas espécies, em espéiaton cajucara(Salatinoet al 2007). Na
filogenia molecular da seca@yclostigmaGriseb (Riinaet al 2009), duas espécies
previamente circunscritas nesta secdo (Webster)1@3organensisBaill. e C.
warmingii Mall. Arg. (=C. rottlerifolius Baill.), emergiram no mesmo clado
cajucarae C. hoffmannij espécies da sec@deodora sensWWebster (1993). Caruzet
al. (2011) verificaram queC. fragrans previamente na secdcasiogyne (Webster
1993), também aparece no mesmo clad@ derganensisC. rottlerifolius, C. cajucara
e C. hoffmannii A necessidade de uma revisdo detalhada da $Headorase fazia
evidente, e Caruzet al. (2011) realizaram um estudo de filogenia molecalpartir do
qual uma nova circunscri¢cao para esta se¢ao fbelscida.

A revisdo da seca@leodora,onde foram considerados dados morfologicos e
moleculares, proporcionou a delimitacdo de umaocseganofilética que compreende
dezoito espécies¢nsuCaruzoet al 2011) organizadas em duas subsecdes: 1. subsecéo
SphaerogyniCaruzo C. cajucaraBenth., C. campanulatusCaruzo & Cordeiro,C.
hemiargyreusMiill.Arg., C. heterocalyxBaill., C. organensisBaill., C. rufolepidotus
Caruzo & Riina,C. salutaris Casar.,C. sphaerogynu$aill., C. stellatoferrugineus
Caruzo & Cordeiro) e 2. subsec¢&pruceaniCaruzo C. billbergianusMull.Arg., C.
sexmetralis Croizat, C. fragrans Kunth, C. fragrantulus Croizat, C. hoffmannii
Mull.Arg., C. orinocensiMull.Arg., C. pseudofragran€roizat,C. rottlerifolius Baill.,

C. spruceanu8enth).

Estudos complementares séo importantes para a eengdo da evolucao dos
caracteres erCleodorg possibilitando o reconhecimento de estruturasiqieorficas
ou apomorficas compartilhadas entre suas espébieSnatomia Vegetal € uma
ferramenta Util em estudos desta abordagem e @stesrs anatdmicos tém sido
utilizados com sucesso como subsidio para as asdliegenéticas, principalmente no
que se refere a identificar homologias e analoggse permitam determinar
homoplasias. Trabalhos desta natureza tém sidozadas em diversas familias
(Goldberg 1986; Tokuoka & Tobe 1998; Scatehal 1999; Alveset al 2002; Sartori
& Tozzi 2002; Gomeet al 2005; Thadeet al 2008; Delgadet al. 2009; Hornet al
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2009; Lopeset al. 2009; Sa-Haiadkt al 2009; Wiedenhoefet al 2009; Araujoet al
2010; De-Paula 2010; Coutinlas al. 2010; Riinaet al 2010; Mello-Silvaet al 2011,
Nishida & Werff 2011; Mantovaret al 2012; Pecnikaet al 2012; Zhou & Xia 2012,
Chinet al2013;).

A presenca e o tipo de tricomas tém sido utilizad@delimitacdo em niveis
infragenéricos d€roton (Mller 1873; Webster 1993, 1994; Websteral 1996; Berry
et al 2005; Lima & Pirani 2008; Caruad al 2011; VanEe & Berry 2011; Vanke al
2011) e a presenca de estruturas secretoras temetidada no género (Fahn 1979;
Jose & Inamdar 1989; Seigler 1998; Maathkl 1998b; Campost al. 2002; Salatino
et al 2007; Morencet al. 2009; De-Paulat al 2010; Caruzet al 2011), entretanto, a
importancia de tais estruturas nos estudos dgefilia, bem como sua historia evolutiva
dentro do género ainda ndo foram avaliadas.

O objetivo da presente proposta foi realizar unudestde anatomia foliar das
espécies d€roton se¢doCleodora sensiCaruzoet al (2011) visando elaborar uma
matrizdos caracteres anatdmicos diagnésticos para o mapéa dos mesmos sobre a
filogenia molecular da sec&o, reconhecendo sinptesifias e sinapomorfias que
possam elucidar a histéria evolutiva desses caeactd-oi também objetivo deste
trabalho avaliar a influéncia dos caracteres maodtamicos na resolucdo das
interrelacdes filogenéticas entre as espéciesClmdorg mediante uma analise

combinada das matrizes moleculares, morfolégiGasaemicas.

MATERIAL E METODOS
No presente estudo foram analisadas 19 espécieSraten incluindo 12

espécies da secdGleodora C. billbergianus Mull.Arg., C. cajucara Benth., C.
campanulatuCaruzo & CordeiroC. fragransKunth, C. hemiargyreusgvill.Arg., C.
heterocalyxBaill., C. organensigaill., C. orinocensigvitll.Arg., C. rottlerifolius Baill.
C. salutaris Casar.,C. sphaerogynu®aill., e C. spruceanusBenth. Para compor o
grupo externo foram selecionad&s: cuneatuKlotzsch (secao Cuneatq. gnaphalli
Baill. (subsecécArgentini, segcdoLamprocroton) C. palanostigmaKlotzsch (secé&o
Luntia), C. pallidulus Baill. (subsecdolLamprocroton, se¢cdo Lamprocrotor, C.
sacaquinhaCroizat (secad.asiogyng, Astraea lobata(L.) Klotzsch eBrasiliocroton
mamoninhaBerry & Cordeiro.

Devido a dificuldade de obtencdo de amostras eradigfes de campo ou nos

herbarios nacionais e internacionais consultadpgiidice 1), ndo foi possivel proceder
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a andlise das seguintes espécie€k®dora C. fragrantulusCroizat.,C. hoffmannii
Mull. Arg., e C. pseudofragransCroizat., C. rufolepidotus Caruzo & Riina, C.
sexmetralisCroizat eC. stellatoferrugineu€aruzo & Cordeiro.

Anatomia

Amostras das folhas s&o provenientes de materrdotizado (Apéndice 1),
sendo analisadas folhas em diferentes estadiossdmblvimento (primérdios foliares,
folhas jovens e completamente expandidas), seguaneh@sma padronizagdo adotada
por Vitarelli (2013, Cap. II).

Apos a reversdao da herborizacdo (Smith & Smith },942 amostras foram
desidratadas em série etilica e estocadas em et@fral Para obtencdo de cortes o
material foi incluido em hidroxietilmetacrilato (foresin, Leica Instruments) seguindo
o procedimento de Meira & Martins (2003). Foramicdt cortes transversais e
longitudinais (5pum de espessura), em micrétomo rotativo de avan¢omeico
(modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.) com udéitdo de navalhas de vidro
descartaveis. Os cortes foram corados com azulodédiha pH 4,0 (O'Brien &
McCully 1981) e as laminas montadas com agua giti@éa ou com resina sintética tipo
Permount (Fischer 1968).

Pecas inteiras foram diafanizadas, coradas corarsadr (1% solucéo alcodlica)
e as laminas montadas com gelatina glicerinada1tdehal940, modificado).

Todas as observagbes e a documentacdo fotogréfiam frealizadas em um
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Opficatjuipado com sistema de
captura de imagens. Para a observacéo sob lueslcemte, foi utilizado o filtro UV.

Foram selecionados 19 caracteres anatdémicos peledb@racdo de uma matriz
de dados considerando os diferentes estados derg@péndice Il). Os dados relativos
as estruturas secretoras foram obtidos a partiatbalho de Vitarelli (2013, Cap. II).

Dados Moleculares e Amostragem Taxondmica

Sequéncias do genoma nuclear ribosomal ITS e das dwarcadores
cloroplastidiaistrnL-F e psbA-trnHde espécies déleodorae do grupo externo foram
obtidas no GenBank (Appendix I). As sequénciasatta anarcador foram montadas e
alinhadas em BioEdit v. 7.1.3.0 (Hall 1999) e postenente combinadas em distintas
matrizes de dados.

Foram analisadas trés matrizes:Matriz A inclui 2435 caracteres moleculares, 33
carateres morfolégicos (obtidos de Caruzo 2010) eatfcteres anatbmicos gerados

pelo presente estudo. Matriz B inclui 2435 caracteres moleculares e os 19 caexcter
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anatdémicos (tendo sido removidos os caracteresohdgi€os). Matriz C que inclui
somente caracteres moleculares: com 2435 caractelesulares (724 de ITS; 1711 de
trnL-trnF, e 673 dernH-psbA.

Analises Filogenéticas

Buscas heuristicas em Maxima Parcimbnia (MP) rad#ig no programa
PAUP* 4.0b (Swofford 2002) com 1000 replicagensatiigas dos taxa usando TBR
branch-swapping. Todos os caracteres foram incduids analises. Os caracteres foram
tratados como de igual peso e os GAPs como “misdatg”. Os valores de MP
bootstrap (BS) para as matrizes combinadas do genmmlear e platidial foram
estimadas com 1000 replicagens de bootstrap comeplibagens adicionais aleatéreas
(RASR), tree bisection reconnection (TBR) e nchudl0g.

As analises Bayesianas foram conduzidas em MrBa@ek2 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003)As probabilidades posteriores (“posterior prohigds” -PP) foram
calculadas a partir do método estatistico de Cadaikov de Monte Carlo (MCMC),
consistindo de 4 cadeias ligadas (nchains = 4; nsur® heat = 0.02), 10000000
geracdes, com amostragem a cada 100 geracOes. dsdmsacteres foram incluidos
nas analyses e os dados foram divididos em quaitesp(trés parte genéticas: ITS,
trnL-F, and trnH-psbA e, para algumas andlises foi incluida a parte déosl
morfolégicos/anatémicos, de acordo com as matrBes C descritas acima). O
programa JModelTest v. 0.1.1 (Posada, 2008), ardweécritério Akaike Information
Criterion (AIC; Akaike 1974), foi utilizado para temar os melhores modelos de
evolucdo para cada uma das partes genéticas, sefetmonado para ITS o modelo
GTR + G. pardarnL-F o modelo TPM3uf+G e patenH-psbAo modelo TPM1uf+l+G).
O modelo MK foi o utilizado para a parte de dadawfoiogicos/anatdémicos (Lewis
2001). O periodo padréao de burn-in foi utilizador(bnfrac=0,25). Apds a remocao das
arvores indicadas neste periodo, os valores deoRihfobtidos pela regra de maior
consenso a partir das analises de MCMC.

Reconstrucdo do Estado de Carater Ancestral

Foi elaborada uma matriz de dados com 19 caracae@®micos diagnosticos
obtidos através do estudo de anatomia foliar r@@dizno Laboratorio de Anatomia
Vegetal da Universidade Federal de Vicosa (VicoBaasil) para proceder o
mapeamento destes dados sobre as arvores resultéifitsando o programa Mesquite
v. 2.75 (Maddison and Maddison 2006, 2010).
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A Reconstrucdo do Estado Ancestral foi feita wiido-se um grupo de 1000
arvores selecionadas aleatoreamente apos o peléodorn-in das analises Bayesianas
da matriz de dados moleculares. Seguindo a metadolddizada por Hornet al
(2012), foram criados dois blocos no  Mesquite Vv752.0 primeiro bloco
compreendendo as 1000 arvores selecionadas adwatmie e o segundo bloco
contendo a arvore gerada pela regra de maior cengEias analises Bayesianas. Esta
arvore consenso foi utilizada como base para o ameeto dos caracteres e a analise
foi acionada pelo comando “trace characters owsstr utilizando-se otimizacdes em
Méaxima Verossimilhanca (Maximum Likelihood - ML) i@gacada um dos caracteres
plotados no bloco das 1000 arvores em “stored”tr€esnodelo MK1 de parametro
simétrico (Lewis 2001) foi selecionada para todod@<aracteres. O estado ancestral
foi atribuido a um né se a sua probabilidade e log do que a probabilidade de
ocorrer um outro estado ancestral (estimativa paend Mesquite 2.75). O conjunto de
reconstrucdes de cada um dos caracteres foi swadariza arvore de maior consenso
gerada na analise Bayesiana e salvos no formafoppch posterior artefinalizagdo em
Coreldraw X5.

Os caracteres 11 (laticiferos) e 19 (nectariospmimsordios foliares) ndo foram
plotados nas arvores ilustradas nos resultados rdsemqte trabalho, porém foram

analisadas e discutidas abaixo.

RESULTADOS
Analises Filogenéticas: molecular e combinadas (Eléncia Total)

As topologias das arvores geradas pelas matrizBseAC sdo comparadas entre
si tanto nas andlises de Maxima Parciménia (MPs.Fig 2 e 3) como de Inferéncia
Bayesiana (1B, Figs. 4 e 5).

As arvores filogenéticas de Evidéncia Total (masiA e B; Figs. 1, 2, 4 e 5)
suportam a monofilia da sec@iteodorae a sua subdivisdo nas subse¢@@saerogyni
e Spruceani este resultado é congruente com aquele mostrdddilpgenia molecular
(matriz C; Figs. 3 e 5), na qual a monofiliaCleodoraé bem suportada (87% BS e 0,9
PP), assim como a sua subdivisdo em duas sec®@B9%® 1,0 PP paBphaerogyne
99% BS e 1.0 PP pa&pruceani.

Méxima Parciménia:

Os resultados das analises de MP mostram que deetrGleodorg as

topologias das arvores geradas pelas matrizes A, B séo distintas, sendo que a
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topologia da arvore gerada pela matriz A possuimaior grau de politomias (Fig. 1).

A arvore consenso da matriz A mostra que dentreulsecad®phaerogynd clado 1
constituido porC. organensisC. cajucara C. sphaerogynug C. heterocalyxforma
uma politomia (com 99% BS), ndo havendo resolucéia as afinidades filogenéticas
entre estas especies. As relacdes entre as esgéstesclado encontram-se resolvidas
nos ramos das arvores geradas pelas matrizes BE@C99% BS em ambas). Dentro
da subsecaBpruceaniC. fragransemerge como grupo irmao das demais espécies nas
arvores geradas pelas trés matrizes. Nas arvoradagepelas matrizes A (Fig. 1) e C
(Fig. 3) existe uma politomia na base dos ramosddasais espécies desta subsecédo, o
que ndo ocorre na arvore gerada pela matriz B @igna qual verifica-se que.
bilbergianusemerge em um ramo externo aos dois clados irn@ospfuceanugC.
orinocensis C. pseudofragran} e C. fragrantulus (C. hoffmannii C. rottlerifolius)).
Ainda na subseca&pruceani a arvore gerada pela matriz A (Fig. 1) mostra uma
politomia entre as espéci€s orinicensisc. pseudofragrans C. spruceanu$96% BS),

ja as arvores geradas pelas matrizes B (Fig. 2)EdC 3) mostram a seguinte relacao
entre essas espéci€s gpruceanugC. orinocensisC. pseudofragrarns.

Na arvore consenso da matriz A (Fig. 1), as rekggreCleodorae demais
espécies d€roton do grupo externo ndo estdo esclarecidas e samidas como uma
politomia. Nas arvores geradas pelas matrizes ® @ie C (Fig. 3)C. yavitensise C.
cuneatus(SecadoCuneat) aparecem como grupo irméao da seCdeodora(58% BS;
54% BS, respectivamente).

Inferéncia BayesianalNas arvores filogenéticas resultantes das trésizest

analisadas (A, B e C) a seg@leodoraaparece como um grupo monofilético, altamente
suportado (1PP matriz A; 0.9PP matrizes B e C)imMA&€®mo ocorreu nas analises de
MP, a arvore resultante da matriz A também mospolitomias em determinados
ramos (Fig. 4). Mais uma vez a interrelacdo eireorganensisC. cajucara C.
sphaerogynu® C. heterocalyxmostrou-se confusa, sendo possivel identificanape
uma maior proximidade entr€. sphaerogynu® C. heterocalyx porém com baixo
suporte (0,5 PP). A relacdo @eodoracom o grupo externo também é confusa na
arvore gerada pela matriz A (Fig. 4), ndo sendaipek reconhecer quais seriam as
espécies d€roton mais proximamente relacionadas a essa secao.ridagsgeradas
pelas matrizes B e C (Fig. 5) estas politomias e@mrem e dentro d€leodorag na
subseca&phaerogyniobserva-se a resolucdo do claGo grganensigC. cajucara(C.

sphaerogynusC. heterocalyy) com alto suporte. A relacdo deéleodora com as
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espécies do grupo externo encontra-se esclareaglarmores geradas pelas matrizes B
e C (Fig. 5) €C. yavitensig C. cuneatugsecdoCuneat) emergem como grupo irmao
deCleodora

Reconstrugéo dos Estados Ancestrais dos caracteregaomicos

As figuras (6, 7, 8 e 9) ilustram a reconstruca@stado ancestral sobre as 1000
arvores escolhidas aleatoriamente e plotadas neeateasenso resultante da analise de
inferéncia Bayesiana.

O resultado da reconstrucao (Figs. 6 a 9) demonsigao nd da base do ramo
entre as sec¢be€uneati e Cleodora esta ausente em cerca de metade das arvores
analisadas, considerando todos os caracteres domlidssim, a secaBGuneati ndo
corresponde ao grupo irmao @Géeodoraem metade das 1000 arvores analisadas. O
mesmo foi detectado para a base dos ramos do @dspruceanugC. orinocensis
C. pseudofragran3 (C. fragrantulus(C. hoffmannij C. rottlerifoliug)), mostrando que
a interrelacdo entre essas espécies nao esta tameifge elucidada.

Devido a auséncia de dados pdata yavitensis C. pseudofragrans C.
fragrantuluse C. hoffmannij os estados de carater destas espécies foramdosnca
matriz como ‘missing data’ para todos os caractd?es isso, no nd da base dos ramos
terminais em que essas espécies aparecem, ocacenstrucdes equivocas. Devido a
proximidade entre as espécies, para efeito depnetaicdo dos caracteres reconstruidos,
foi considerado par&. yavitensisos mesmos estados plotados paracuneatusem
cada carater avaliado. O mesmo procedimento foiaddoparaC. rottlerifolius C.
hoffmannij C. fragrantuluse C. pseudofragrans

Os resultados obtidos a partir da otimizacdo de aamados caracteres
analisados s&o descritos abaixo.

Idioblastos secretore¢caracteres 1 e 2, Figura 6): Os idioblastos te@e
apresentam uma distribuicdo complexa nas folhas edgmecies deCroton As
reconstrucdes sdo equivocas no nd da raiz de axld®00 arvores analisadas. Em
Astraea lobataos idioblastos ocorrem voltados apenas para addarial das folhas,
contrastando corBrasiliocroton mamoninhague possui idioblastos secretores voltados
apenas para a face abaxial. O estado ancestraCpai@n € a presenca de idioblastos
voltados apenas para a face abaxial das folhaaréFgA), tendo sido reconstruido no
no da raiz em 513 arvores e nas demais (487) amgeuacdes foram equivocas.

Idioblastos voltados para a face abaxial represemtaestado ancestral para a secéo
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Cleodora reconstruido no n6 de sua raiz em 999 arvorespatd a subsecao
Sphaerogynia distribuicdo dos idioblastos ndo apresentou adrgm, sendo que em
todas as 1000 arvores ocorreram reconstrucfes aa@sivpara o né da raiz desta
subsecdo. No clado 2 d8phaerogyni(que compreendeC. hemiargyreus C.
campanulatuse C. salutari§ idioblastos secretores voltados para a face aba#io
mantidos enC. hemiargyreuge emC. salutaris jA emC. campanulatugs idioblastos
secretores ocorrem voltados para ambas as facésh@da No clado 1 desta mesma
subsecdo (que compreende organensis C. cajucarg C. sphaerogynuse C.
heterocaly¥ idioblastos secretores voltados para ambas as &&tdo presentes €n
organensisC. cajucarae C. sphaerogynus a presenca de idioblastos voltados apenas
para a face abaxial se mantém €mheterocalyxNa subseca8pruceanieste estado
distribui-se em todas as suas espécies, porém c@ndifienenca marcante do ancestral
comum deCleodora nas espécies desta subsecao os idioblastosmesredltados para
a face abaxial sobressaltam o nivel da epidermgresentam-se em um estado
transitorio entre estruturas secretoras internaxternas (caracter 2, Fig. 6B). Este
estado transitorio foi reconstruido no n6é da r@&sdruceaniem todas as 1000 arvores
analisadas, enquanto que o estado nao transitdrabl@sto secretor) foi reconstruido
no no da raiz d€leodoraem 927 arvores.

Dentre as espécies do grupo externo, idioblastreteees voltados para a face
abaxial, em estado nao transitorio, ocorrem nacs€gieatie emC. palanostigma
(secaolLuntia) e idioblastos secretores voltados apenas paaaeaadaxial ocorrem em
C. gnaphalii e C. pallidulus (se¢éoLamprocroton e em C. sacaquinha(se¢ao
Lasiogyné.

Tricomas Secretoregcarater 3, Figura 6): Os tricomas secretores, dman
presentes er@roton ocorrem somente na epiderme da face abaxialodlaasf (Figura
6C). A auséncia de tricomas secretores é o estamsi@al, verificado tanto eAstraea
lobata quanto em Brasiliocroton mamoninha A auséncia desses tricomas foi
reconstruida no no da raiz de todas as 1000 anamassadas, bem como no no da
espinha dorsal de quase toda a arvore. A ocorréediacomas secretores € restri@.a
gnaphaliie aC. pallidulus(se¢cad_amprocroton e aC. sacaquinhgsecad.-asiogyné.

A evolucéo deste estado parece estar relacionadaestritas linhagens provenientes
de um ancestral comum a todo o gén@mton o0 que justifica a ocorréncia de

reconstrucdes equivocas em 41 arvores no n0 dadeaf2zroton e da auséncia de
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tricomas secretores nas demais 959 arvores. Trke@®eretores sdo ausentes @m
palanostigma em todas as espécies das seCoeeatie Cleodora

Coléteres(em folhas completamente expandidas — carater dseprimérdios
foliares — caréater 5, Figura 7). A presenca detemé foliares € uma caracteristica
compartilhada poAstraea Croton e Brasiliocroton Este estado foi reconstruido no né
da raiz das 1000 arvores analisadas. Bnasiliocroton mamoninhaos coléteres séo
caducos e por isso foram observados apenas nosrgias foliares. A reconstrucao
demonstra que todas as espéciesCdaton evoluiram de um ancestral comum que
apresentava coléteres foliares, pois no né dadaigénero, coléteres foliares foram
reconstruidos em todas as 1000 arvores analisAdasica espécie do género em que
estas estruturas ndo foram registradaS. egnaphalii. A posicdo mais comum dos
coléteres enCroton é ao longo da margem das folhas, entretanto aléta,dem
Astraea lobataos coléteres ocorrem ainda na base da lamina {bbaselaminares) e na
regido proximal (acropeciolares) e distal (basapas) do peciolo.

Nectérios extraflorais ( NEF's{carater 6, Figura 7): A presenca de um par de
NEF’s baselaminares/acropeciolares € um caratgndsico para as espécies da secao
Cleodora Todas as espécies desta secdo compartilham weste@hcomum exclusivo
que possuia este carater. A reconstrucdo feitagpaéada raiz d€leodorg bem como
para a espinha dorsal de sua arvore, mostra angeede um par de NEF's em todas as
1000 arvores analisadas. Esta reconstrucao € aloseinclusive no né da base do ramo
terminal deC. fragrans unica espécie déleodoraque possui mais de um par de NEF’s
baselaminares/acropeciolares, mostrando que astaaévariagdo do estado ancestral.
NEFs também ocorrem na seg@oneatio que sugere que esta secdo compartilhe um
ancestral comum com Cleodorg que possuia um par de NEF's
baselaminares/acropeciolares. Reforcando essaebgobserva-se q@ineatiaparece
como grupo irmdo d€leodoraem 486 arvores e em todas elas a presenca de NEF's
baselaminares/acropeciolares foi reconstruida.rB@stdemais grupos externos, NEF's
baselaminares/acropeciolares também ocorren€ epalanostigmae sdo ausentes em
C. sacaquinha(secaolLasiogyng¢ e na secad.amprocroton (- auséncia de NEF’s
baselaminares/acropeciolares: 1000) €@mgnaphalii (subsecacArgentin) e emC.
pallidulus (subse¢dd.amprocroton. No n6 da raiz da arvore as reconstrugdes sao
equivocas, uma vez (uéistraea lobata ndo possui um par de NEF's

baselaminares/acropeciolares, diferinddBdasiliocroton mamoninh@& da maioria das
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espécies d€roton estudadas. A auséncia deste carateAelmbatamostra que este € o
estado ancestral entre os trés gén€oston Brasiliocrotone Astraea

Comprimento do pedunculo dos NEF’s baselaminarespeciolares(Caracter
7, Figura 8): Este carater ndo € aplicavel pastraea lobata C. sacaquinhaC.
gnaphaliie C. pallidulusja que ndo possuem NEF’'s baselaminares/acropessatapor
isso nenhum estado foi reconstruido nos respectamm®s terminais. Como a arvore
esta enraizada ef lobatg consequentemente as reconstrucfes sao equivmoasde
sua raiz. No no da raiz ddeodoraas reconstrucdes foram equivocas em todas as 1000
arvores e as reconstrucdes encontram-se bem wE®lapenas nos nds préximos aos
ramos terminais. Na subsecd@®phaerogyni duas tendéncias evolutivas foram
evidenciadas: no clado Z(hemiargyreugC. campanulatysC. salutarig) os NEF's
apresentam pedunculo longo, este estado foi recdhstno nd deste clado para 999
arvores (sendo que este né ocorre em 999 das 100@s analisadas). No clado@. (
organensis(C. cajucara(C. sphaerogynysC. heterocaly®) os NEF's sdo séssei€.(
cajucarg ou curto-pedunculados (demais espécies do clabiond deste clado, NEF's
com pedunculo curto foi o estado reconstruido eindg® 1000 arvores analisadas e em
119 destas ocorreram reconstrucdes equivocas. hs$ag@oSpruceaniverifica-se uma
tendéncia evolutiva para selecdo de espécies carsMié pedunculo curto (excet
fragrans que possui NEF's com peddnculo longo). NEF's coed(mculo curto
constituem o estado ancestral, verificado Brasiliocroton mamoninhaespécie mais
basal na qual os NEF’s baselaminares/acropecioémsté® presentes. Dentre as demais
espécies do grupo externo, NEF's baselaminaregp@ciaares com pedunculo curto
séo verificados também eth palanostigma NEF's sésseis ocorrem na seGCameat;
sendo este estado de carater uma simplesiomorfipartithada entre espécies desta
secao €C. cajucara(secaoCleodorg. NEF's com pedunculo longo representam uma
sinapomorfia entre as espécies do clado 2 da sibSehaerogynisendo considerado
como um estado de carater homoplastico por ocoagrespécies desse clado e@m
fragrans(subseca&prucearn.

Superficie secretora dos NEF's baselaminares/acigperes (carater 8, Figura
8): Este carater é inaplicavel para as espécies ngéae possuem NEF's
baselaminares/acropeciolaressitaea lobata C. sacaquinha C. gnaphalii e C.
pallidulus) e por isso nenhum estado foi reconstruido nogsaerminais de cada uma
dessas espécies. Como a arvore esta enraizada. déobatg consequentemente as

reconstrucdes sdo equivocas no no de sua raizéNa maiz deCleodorg NEF’'s com
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superficie convexa foi o estado reconstruido em&v6res, ocorrendo reconstrucdes
equivocas para as demais 424 arvores analisadasroDaa subseca&phaerogyni
verificam-se duas tendéncias evolutivas: no clado (@ hemiargyreus (C.
campanulatusC. salutarig) os NEF's apresentam superficie concava, estel@dbi
reconstruido no no deste clado para 999 arvoresligsgue este n6 ocorre em 999 das
1000 arvores analisadas). No claddCl grganensigC. cajucara(C. sphaerogynysC.
heterocaly))) os NEF's apresentam superficie convexa e emnseaste estado foi
reconstruido em todas as 1000 arvores. Esta mesrdéricia evolutiva foi verificada
na subseca8pruceani(exceto enC. fragransna qual ocorrem NEF’'s com superficie
cbncava). EnC. palanostigmaos NEF's apresentam superficie reta ou converaao
margem elevada. NEF's com superficie convexa doesti 0 estado ancestral,
verificado emBrasiliocroton mamoninh& na seca@uneati A presenca de NEFs com
a superficie concava constitui-se numa sinapomod@ clado 2 (subsecao
Sphaerogyni sendo um carater homoplastico por estar presttdém emC.
fragrans(subseca&prucean.

NEF's na margem da lamina foligicarater 9, Figura 7@ na superficie da
lamina foliar (carater 10, Figura 2): A auséncia de NEF’'s nagerare na superficie da
lamina foliar é o estado ancestral, os quais faetonstruidos no né da raiz de todas as
1000 arvores analisadas. NEF's marginais e supgsfindo ocorrem enfstraea
lobata, Brasiliocroton mamoninha, dentre as espécies @eoton estudadas, NEF's
marginais estdo presentes somente na s€giweatie em C. orinocensis (secao
Cleodorg e NEF’'s na superficie da lamina foliar ocorrerersgs enC. palanostigma
sendo uma autapomorfia para esta espécie. Estakades mostram que NEF's
marginais e na superficie da lamina foliar tiverama evolucdo independente em
Croton

Laticiferos(caracteres 11 e 12, Figura 7): Todas as espéstiedaglas possuem
laticiferos articuladosAstraea Brasiliocroton e Croton provavelmente evoluiram de
um ancestral comum latescente. Hxstraea lobataos laticiferos sdo articulados
ramificados, emBrasiliocroton mamoninhasdo articulados ndo ramificados e em
Crotonocorre uma distribuicdo complexa dos laticifermificados e nao ramificados.
No noé da raiz das 1000 &rvores analisadas as teepdss foram todas equivocas,
porém no né da raiz d€roton laticiferos articulados ndo ramificados foi o dsta
reconstruido para 909 arvores (91 arvores com recgdes equivocas), sendo este o

estado ancestral e@roton Porém, enCleodorapredomina a ocorréncia de laticiferos
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ramificados. No no6 da raiz desta secdo as rec@dgisuforam equivocas para todas as
1000 arvores. Na subsec&phaerogyniverifica-se uma distribuicdo complexa dos
diferentes tipos de laticiferos, sendo que, noccBdC. hemiargyreupossui laticiferos
nao ramificados €. campanulatue C. salutarispossuem laticiferos ramificados. No
clado 1C. organensise C. cajucarapossuem laticiferos ramificados, enquato
sphaerogynug C. heterocaly)possuem laticiferos ndo ramificados. O ancestraluen

das espécies da subsecBpruceaniapresentava laticiferos ramificados, tendo este
estado sido reconstruido no n6 da raiz desta séibseqn 976 arvores (apenas 24
arvores com reconstrucdes equivocas). Este estadoasteve ao longo da historia
evolutiva das espécies &pruceanie atualmente a se¢do como um todo pode ser
caracterizada pela presenca de laticiferos rardd&aTodas as espécies do grupo
externo apresentam o estado plesiomaérfico paranerg&ue € a presenca de laticiferos
articulados néao ramificados.

Tricomas na superficie abaxial epidérmi@aracter 13, Figura 9): E@roton
verifica-se uma complexa distribuicdo dos tricomes face abaxial das folhas.
Reconstrucdes equivocas ocorrem no no da raizcberm em toda a espinha dorsal da
arvore. Tricomas simples e tricomas estreladosnforaconstruidos como estados
ancestrais, uma vez que aparecem, respectivamamta® dos ramos terminais de
Astraea lobatae Brasiliocroton mamoninhaReconstru¢fes equivocas ocorrem no no
da raiz de todas as 1000 arvores analisadasCEron, tricomas estrelados na face
abaxial das folhas ocorrem &in palanostigma C. gnaphalii(grupo externo) e er@.
sphaerogynusC. fragranse C. spruceanugsecaoCleodorg. Apesar da distribuicao
dos tricomas ser complexa também dentro da Sélgmlorg é possivel verificar uma
tendéncia dentro de seus clados. Na subsgghBaerogynio clado 2 C. hemiargyreus
(C. campanulatys C. salutarid) reune espécies com tricomas lepidotos, carater
compartilhado com as espécies do grupo exteEnsacaquinhgsecaolLasiogyng, C.
pallidulus (secaoLamprocroton e secdoCuneati e com C. orinocensis(subsec¢éo
Spruceani secdoCleodorg. No n6 da raiz do clado 2, tricomas lepidotosarfior
reconstruidos em 999 arvores. O clad&€ldrganensigC. cajucara(C. sphaerogynys
C. heterocaly)), reune espécies com tricomas multiradiados, @xtecdo deC.
sphaerogynusque possui tricomas estrelados. No n6 da raiteddado, tricomas
multiradiados foram reconstruidos em 914 das 10@frés analisadas e em 86 arvores

ocorrem reconstrucdes equivocas. Na subs8gpiioceaniverifica-se que houve uma

56



tendéncia evolutiva para a selecdo de espéciestramomas estrelados ou estrelados/
simples.

Tricomas na superficie adaxiabidérmica(caracter 14, Figura 9): E@roton
verifica-se uma complexa distribuicdo dos tricomagace adaxial das folhas. No n6 da
raiz de todas as 1000 arvores analisadas ocorreomsteucdes equivocas. Tricomas
simples/simples com raios suprimidos e tricomaekestos foram reconstruidos como
estados ancestrais, uma vez que ocorrem, respeetive, emAstraea lobatae
Brasiliocroton mamoninhaEm Croton verifica-se uma tendéncia para a evolucédo de
diferentes tipos de tricomas. O cladh 6acaquinhdC. palanostigmdC. gnaphalij C.
pallidulus))) evoluiu a partir de linhagens que possuianomnas estrelados, como
ilustrado no né da base do grupo externo, no quainias estrelados foi o estado
reconstruido para 485 arvores analisadas e em BIES és reconstrucdes foram
equivocas. Tricomas simples na face adaxial vottecarer entC. pallidulus No n6 da
raiz de Cleodoraas reconstrugbes foram equivocas nas 1000 areo@dsadas. Na
subsecadSphaerogyniséo verificadas duas tendéncias evolutivas: no ckadoram
selecionadas espécies com tricomas lepidotos, est@mupartiihado com espécies da
secaoCuneati (grupo externo). No clado 1, predominam espéces tricomas que
variam de estrelados a simples (excefo organensis que possui tricomas
multiradiados). Na subsec¢aSpruceani predominam o0s tricomas que variam de
estrelados a simples, tendo este estado sido tegigltsno né da raiz desta subsecao
em todas as 1000 arvores analisadas.

Posicdo dos estdmatogcarater 15, Figura 9): Follhas anfiestométicas
correspondem ao estado ancestral, presenteAstraea lobatae em Brasiliocroton
mamoninha Este estado foi reconstruido no nd da raiz de @2 1000 arvores
analisadas e no n6 da raiz @eoton em 908 das 1000 arvores analisadas (92 arvores
apresentaram reconstrucdes equivocas), mostrandsstpié o estado ancestral também
em Croton Dentre as espécies do grupo externo, apena€.epallidulus ocorrem
folhas hipoestomaticas. No né da raizGQleodoraem todas as 1000 arvores analisadas
ocorrem reconstrucdes equivocas para este caedidenciando que os estados sao
divergentes nesta secdo ndo sendo possivel veofiestado ancestral. De modo geral,
verifica-se que houve uma maior tendéncia evolyp@e a selecdo de espécies com
folhas hipoestomaticas, uma vez que folhas anfieficas estdo presentes apenas no
clado 1 da subsec&@phaerogynugexcetoC. heterocalyx+ C. billbergianus(subsecao

Spruceanus
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Tipo de mesofildcarater 16, Figura 9): ErAstraea lobatae nas espécies de
Croton as folhas possuem mesofilo dorsiventral, enquaeto Brasiliocroton
mamoninhao mesofilo é isobilateral. Tanto no n6 da raizdare quanto no né da raiz
de Croton, mesofilo dorsiventral foi reconstruido como cadst ancestral em todas as
1000 arvores analisadas e este estado se mantdeagmoda evolucdo de todas as
espécies d€roton estudadas, como é possivel observar nos nés diagtorsal da
arvore.

Presenca de esclereides no mesdfibrater 17, Figura 9): Edstraea lobatae
em Brasiliocroton mamoninhadao foi verificada a presenca de esclereides rsofitee
ja emCroton este carater possui uma distribuicdo complexandda raiz da arvore a
auséncia de esclereides foi reconstruida paravétedr(959 arvores com reconstrucdes
equivocas) e no no da raiz Geoton as reconstrucdes foram equivocas para todas as
1000 arvores estudadas. Hbheodorg sdo observadas duas tendéncias evolutivas: a
auséncia de esclereides na subseg@ioaerogynugexceto emC. heterocalyk e a
presenca de esclereides na subs&gaceani(exceto entC. spruceanus Entretanto,
de modo geral, as reconstrucdes foram equivocasdnta raiz de cada uma dessas
subsecdes. Dentre as demais espécies do grupaexdgiresenca de esclereides s6 nao
foi verificada enC. sacaquinhgsecad.asiogyne.

Organizacdo do feixe vasculdcarater 18, Figura 9): ErAstraea lobataos
feixes vasculares sdo bicolaterais contrastando Bomsiliocroton mamoninhaque
possui feixes vasculares colaterais, consequenterasmeconstrucdes foram equivocas
no né da raiz de todas as 1000 arvores analis&fasCroton o tipo de feixe
apresentado é varidvel dentre suas espécies,fdast as reconstrucdes no né de sua
raiz foram equivocas em todas as 1000 arvoressadak. Com relacdo a distribuicdo
deste carater sO0 foi possivel verificar um padr@o snbsecadSpruceani (se¢ao
Cleodorg, na qual todas as espécies possuem feixes vessglalaterais. Na subsecéo
Sphaerogyna distribuicdo € complexa e no clado 2 feixes wWases colaterais ocorrem
em C. campanulatuse em C. salutaris e no clado 1 emC. organensise C.
sphaerogynusDentre as espécies do grupo externo, feixes \agsutolaterais foram
observados er. gnaphallie emC. cuneatu® feixes bicolaterais e@. sacaquinhae
C. pallidulus Em C. palanostigmeae emC. yavitensisesse caréater foi tratado como

“missing data’.
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DISCUSSAO

Analises Filogenéticas: molecular e combinadas (Eléncia Total)

Em todas as analises a se€deodoraaparece como monofilética e possui dois
clados bem suportados, os quais definem as suascéidsSphaerogynie Spruceani
resultados que estdo de acordo com a filogeniacumlale(Caruzeet al 2011).

Méaxima Parsimoénia (MP)A topologia das arvores geradas pelas matrizé® A,

e C ndo sao congruentes entre si e 0 grau de ¢ésollas relacdes interespecificas
apresenta o seguinte gradiente matriz A < matriz i@atriz B. Este resultado mostra
que a inclusdo dos caracteres morfoldgicos nasisapdlumenta o numero de
politomias nas arvores e torna as interrelactegdiiéticas entre as espécies confusas.
Isto ocorre porque as espécies@eodorasao morfologicamente muito semelhantes
(Caruzo 2010) e a morfologia externa ndo é sufieigrira esclarecer as interrelacdes
entre as espécies mais proximamente aparentadasol®® lado, o0s caracteres
anatdomicos mostraram-se relevantes na resolucdopdéogia dos ramos internos na
secaoCleodora (matriz B) e elevam os valores de suporte destesos quando
comparados com os aqueles plotados na arvore pemxenda filogenia molecular
(matriz C).

O clado 1 (subseca&phaerogyni formado porCroton sphaerogynusC.
cajucarg C. organensis C. heterocalyxé bem suportado tanto em Evidéncia Total
(matrizes A e B) quanto na filogenia molecular (mat), todos com 99% BS, sendo
caracterizado pela presenca de NEF's com pedurmwim ou séssil e superficie
secretora convexa ou reta, que sao plesiomorfieficagdas neste clado. Na arvore
gerada pela matriz A, o posicionamento das quapg&@es que compreendem este
clado forma uma politomia, ndo havendo qualquer tij@o resolucdo sobre sua
interrelacdo. Nas arvores geradas pelas matrizes B, C.sphaerogynuse C.
heterocalyxemergem como espécies irmas, porém com um baparteu53% BS). A
relacdo confusa entre as espécies do clado 1 &flewa da homogeneidade estrutural
entre as mesmas. Entretanto, existem alguns ceeac@natémicos que podem
esclarecer as interrelagbes das espécies deste alsaes da identificacdo de
caracteres taxonomicamente relevantes: a presenca INEF'S
baselaminares/acropeciolares sésseis € um caxatesieo deC. cajucara Laticiferos
articulados néo ramificados ocorrem €nheterocaly» C. sphaerogynyse suporta o

posicionamento destas duas espécies como irm&etdito,C. heterocalyxdifere das
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demais espécies do clado 1 pela ocorréncia de sfdiiifaoestomaticas, idioblastos
secretores voltados apenas para a face abaxiakerma de esclereides conectando os
tricomas da face adaxial ao mesofilo e aos feixexulares.Croton heterocalyx
compartilha comC. hemiargyreuse C. salutaris (clado 2) a presenca de folhas
hipoestomaticas e idioblastos secretores voltapesas para a face abaxial.

O clado 2 (subsecéd&phaerogyni é constituido porC. hemiargyreus C.
salutarise C. campanulatu®, diferente do que ocorre para o clado 1, apaldgia
encontra-se bem resolvida tanto em Evidéncia T@taltrizes A e B) quanto na
filogenia molecular (matriz C). A inclusdo dos @deaes morfoanatdmicos nas analises
aumenta o suporte deste clado (75% BS matriz C; B$¥natriz A; 88% matriz B),
mostrando que a presenca de NEF's baselamina@séatwlares com pedunculo
longo, folhas hipoestomaticas e tricomas lepid@#®s caracteristicas que justificam
uma proximidade filogenética entre suas espécies.

A subsec¢a@®@pruceané bem suportada nas analises de Evidéncia Togdliges
A e B) e de filoegenia molecular (matriz C), todasm 99% BS. A subsec&pruceani
€ caracterizada pela presenca de tricomas estretadssnples, laticiferos articulados
ramificados, idioblastos secretores voltados ap@aaa a face abaxial e folhas com
feixes vasculares colaterai€roton fragranse C. bilbergianusforam as primeiras
espécies a divergir dentro deste clado e posicies®em um ramo a parte das demais
espécies desta subsecdo na arvore gerada pela Buakipresenca marcante de mais
de um par de NEF's baselaminares/acropeciolarespsmianculo longo nas folhas de
Croton fragranse a presenca de folhas hipoestométicas Gnbilbergianus sao
caracteristicas que diferem estas espécies dasisdarimaunscritas na subsecéo
Spruceani A inclusdo dos caracteres anatdbmicos na matrizeB) a influéncia dos
caracteres de morfologia externa, mostraram-sgaieles na resolucéo da interrelacéo
entre as espécies @pruceania qual ndo esta bem resolvida nas arvores gepatizs
matrizes A e C.

A topologia dos ramos terminais da subse§guceanimostra-se politdmica na
arvore gerada pela matriz A, evidenciando mais vwezaque a inclusdo dos caracteres
de morfologia externa mascaram a resolucao darétdeBio entre as espécies. Apesar
da homogeneidade morfologica entre as espécieSpiaceani alguns caracteres
anatdmicos mostram-se diagnosticos, como a presEn{EF's ao longo da margem
das folhas deCroton orinocensise a auséncia de esclereides no mesofiloCde

spruceanus
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Em geral, os caracteres morfolégicos e@roton mostram-se muito
homoplasicos, o que justifica o aumento de poligemna arvore quando esses
caracteres sao incorporados as matrizes anatomicasleculares. Em outros grupos
taxondémicos, a inclusdo de caracteres morfoloégiegsanalises filogenéticas aumenta o
grau de confianca na resolucdo das relactes entiaxa (Casacoet al 2009; Mello-
Silvaet al 2011; Belloet al 2012).

Inferéncia BayesianaA sec¢doCleodora € altamente suportada como grupo

monofilético, resultado que esta de acordo com Loegtial (2011). Este clado possui
duas principais sinapomorfias morfologicas: sépdias flores pistiladas com algum
tipo de sobreposicao e estiletes unidos até adiaseima desta (Carusb al 2011) e,
anatomicamente, compartiiham a presenca de peloosnem par de NEF's
baselaminares/acropeciolares, coléteres margiresgmatos paraciticos, mesofilo
dorsiventral, laticiferos articulados, idioblastescretores e auséncia de tricomas
secretores. A ocorréncia conjunta desses cara@rad8micos auxilia a delimitacdo da
secaoCleodorae contribui para que a monofilia desta secéo regjatida nas analises
de Evidéncia Total (matrizes A e B).

As arvores consenso resultantes de IB sdo congaueam aquelas geradas
pelas andlises de MP. Nestes dois tipos de anaksérvores geradas pela matriz A
mostraram politomias nos mesmos ramos, indican@oagunclusdo dos caracteres de
morfologia externa nas analises reduz o grau deug®o dos ramos e mascaram as
relacdes interespecificas é€bnoton Este € o caso do clado definido @rorganensis
C. cajucara C. sphaerogynus C. heterocalyxo que se constitui num forte indicio de
gue estas espécies sdo proximamente relacionayplesas caracteres morfoldgicos, por
serem muito homoplasicos, ndo sdo capazes derdeginglacOes filogenéticas entre as
mesmas. Por outro lado as arvores geradas pelazniatrsdo topologicamente
semelhantes aquelas geradas pela matriz C, mostrqmel muitos dos caracteres
anatdomicos utilizados sdo diagndsticos para detados clados ou espécies e
contribuem com uma melhor interpretacéo das retaedére as espécies @Geoton e
esclarecem a historia evolutiva das mesmas. A &coia de laticiferos articulados nao
ramificados emC. sphaerogynuse C. heterocalyxé um interessante exemplo de
proximidade filogenética entre estas duas espécifisstra como a anatomia vegetal
pode subsidiar a filogenia molecular.

Os caracteres de morfologia interna e externa t&modstrado grande

contribuicdo nas analises filogenéticas (Hatnal 2009; Mello-Silvaet al 2011;
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Nishida & Werff 2011; Horret al 2012; Mantovanet al 2012; Zhou & Xia 2012; Chin
et al 2013). O uso de dados morfoldgicos e molecularasconjunto nas analises
filogenéticas proporciona resultados mais confadteque se cada um destes dados for
utilizado separadamente (Maddison 1996). Em sebaltia, Bello et al (2012)
mostraram que a exclusdo dos dados moleculareodalaygicos das analises de MP e
IB resultam em arvores com menor resolucéo e seipArtutilizacdo apenas de dados
moleculares proporcionou um baixo suporte parekgdes interfamiliais de Fabales
sob MP e IB (Bellcet al 2009). Estes exemplos tornam clara a importareiardlise
combinada, sempre que possivel, dos dados morfol®g moleculares nas analises
filogenéticas. A inclusdo de uma matriz morfolégmade resultar em mudangas do
posicionamento dos taxa mesmo quando a matriz olatefornece um nimero muito
superior de dados (Wiers al 2010). Além disso, analises combinadas podem malho
as estimativas através do aumento do numero detesrs informativos, revelando
grupos que ndo sdo vistos nas arvores geradas tomen dados moleculares ou
morfolégicos (Chippindale & Wiens 1994). As matgznatdmicas fazem parte destes
dados morfolégicos e, como demonstrado no preseaftalho, contribuem com uma
melhor resolucdo das relacdes interespecificadaDesna, a anatomia vegetal, assim
como a morfologia externa, apresenta um grandengatenos estudos de filogenia. A
identificacdo de caracteres diagnosticos para &spén grupo de espécies de um
mesmo clado é essencial para a compreensdo daighisilutiva dos mesmos.
Informacdes sobre a morfologia e/ou anatomia dg&a% vegetativos podem esclarecer
eventos de radiacdo, especialmenteCGroton género no qual os caracteres florais séo

altamente conservados.

Reconstrucédo do Estado Ancestral

Idioblastos secretores voltados para a face abadallricomas secretores
(Caracteres 1, 2 e 3): Os tricomas secretoreCeston, quando presentes, ocorrem
somente na epiderme da face abaxial. Os idioblastosetores enCroton podem
ocorrer voltados apenas para a face adaxial, agearasa abaxial ou voltados para
ambas as faces. A otimizacdo dos caractere<Ceston mostra que a presenca de
idioblastos secretores voltados para a face abexaapresenca de tricomas secretores
sdo mutuamente excludentes; estas estruturas sabdgas, confirmando a hipétese
sugerida poWitarelli (2013, Cap. Il). Idioblastos secretoradtados para a face abaxial

correspondem ao estado ancestral e, ao longo taidisvolutiva de algumas linhagens
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de Croton, deram origem aos tricomas secretores. Este éoodsaespécies pertencentes
as secdekamprocrotone Lasiogyne Em Cleodorg as espécies da subse§&wuceani

e C. heterocalyx(subsecddSphaerogyni mostram claramente um estado transitorio
entre idioblastos secretores e tricomas secreterg®dem ser consideradas como
espécies-chave que ilustram a historia evolutiva efdruturas secretoras €noton
Estes resultados confirmam as hipoteses discypiola¥itarelli (2013, Cap. Il), sendo a
presenca de idioblastos secretores voltados p#aeaabaxial das folhas um carater
plesiomoérfico compartilhado p&rasiliocroton mamoninha pela maioria das espécies
de Croton A presenca de tricomas secretores € um cardt@p@norfico enCroton
compartilhado por espécies das secbasiprocrotone Lasiogyne Webster (1996)
relata a presenca de tricomas secretores tambésgepdsBarhamiae Adenophyllum
(sensuWebster 1993) o que sugere que este carater devarsgderado em analises
futuras para verificar importancia desta caradiea€mCroton

Os idioblastos e os tricomas secretam compostaidgs (Vitarelli, 2013, Cap.
II), o que € mais uma evidéncia da homologia dessasituras. Os resultados do
presente trabalho confirmam a hipotese (Vitar@llil3, Cap. Il) de que er@roton
houve uma transferéncia do armazenamento dos nligtabsecundarios de estruturas
internas (idioblastos secretores no mesofilo) pasfruturas externas (tricomas
secretores na epiderme). E possivel que, em umejpdnmomento, a retencdo dos
metabolitos secundarios nos idioblastos secresae®nstituia num mecanismo interno
de defesa das plantas e que, em algumas linhagebsotbn, a externalizacdo destes
metabodlitos em tricomas secretores permitiu umaomaiantagem adaptativa
relacionada com possiveis novas interacfes ecakgitquiridas.

Presenca de coléterdem folhas completamente expandidas — carater dse n
primordios foliares — carater 5): Coléteres fokacenstituem um carater compartilhado
por Astraea Brasiliocroton e Croton Estes géneros proximamente relacionados
provavelmente evoluiram a partir de um ancestralucomue possuia coléteres foliares.
A presenca de coléteres nestes trés géneros sugereeste carater seja uma
sinapomorfia para a tribo Crotoneae, para confirrasia hipotese € importante
investigar se coléteres ocorrem nas espécies aogisigéneros da tribdcidocroton
Sagotia, Sandwithia ®@phellantha

De Paulaet al (2010) afirmam que a presenca de coléteres fleraisstraeae a
auséncia dessas estruturas nas flore€rdéon € um importante carater na distingéo

desses géneros proximamente relacionados. Osadssiitio presente trabalho mostram
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que para 6rgaos vegetativos, a presenca de cél@aier carater que aproxima ainda
mais Astraea e Croton Estruturas morfologicamente semelhantes aoseteitsao
descritas nas flores deroton (De Paulaet al. 2010), porém foram denominadas como
estruturas filamentosas secretoras homologas adapétA primeira descricdo de
coléteres enCrotonfoi feita por Vitarelli (2013, Cap. 1), que afiia que a auséncia de
registros da ocorréncia de coléteres no género pededevido a problemas de
interpretacdo, e ressalta que existe uma grandeells@nga entre estruturas
denominadas como nectéarios (Freigasal 2001; Sa-Haiackt al 2009) e os coléteres
descritos par&roton. Cabe ressaltar que este carater deve ser avabadelosamente,
uma vez que 0s coléteres podem ser caducos naidadeirdas folhas, sendo
importante a analise dos primordios foliares noistesna apical caulinar.

Dentro da ordem Malpighiales (APGII 2003), a presede coléteres € relatada
em Euphorbiaceae, Erythroxylaceae, Passifloracedgzophoraceae, Turneraceae
(Thomas 1991) e em Caryocaraceae (Paiva & Mach&fi®)2 Acredita-se que a
presenca de coléteres foliares seja um caraten@stigo paraCroton EmC. gnaphalii
estas estruturas parecem ter sido perdidas. O datacoléteres ndo terem sido
observados nesta espécie pode ter sido provengmtem erro amostral (como
evidenciado por Vitarelli, 2013, Cap. Il) e novasastigacbes, compreendendo outras
espécies da secdmmprocrotone representantes das demais se¢be€rdeon se
fazem necessarias para confirmar este carater ammaomarcador estrutural para
Croton

Presenca de um par de NEF's baselaminares/acrofsei® (carater 6): A
auséncia de um par de NEF's baselaminares/acropexsoé o carater ancestral para
todo o grupo estudado, uma vez que este estadedonstruido erstraea lobataE
possivel que NEF's baselaminares/acropeciolares atentsurgido no ancestral
compartilhado por Brasiliocroton e Croton sendo este estado uma possivel
sinapomorfia entr8rasiliocrotone Croton e que, em alguns clados dentroCteton a
perda deste carater constitui-se numa reversagtadoeancestral. Como ocorre €n
sacaquinhgsecad.asiogyng, C. gnaphaliie C. pallidulus(Secad-amprocrotor).

Os resultados obtidos ndo suportam uma homologia uléteres e NEF's em
Croton, porém é possivel que exista uma correlagdo evalob posicionamento destas
estruturas. EmAstraea lobatacoléteres estdo presentes ndo apenas na margem da
lamina foliar, mas ocorrem também em conjunto madce baselaminar/acropeciolar,

mesma posicdo ocupada pelos NEF's Brasiliocroton mamoninha emCroton E
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possivel que nestes dois géneros, ao longo do gmwmcevolutivo, 0s coléteres
baselaminares/acropeciolares tenham sido subsstuigelos NEF's, estruturas
morfologicamente mais complexas, e 0s coléterasdin restritos a margem das folhas.
Em alguns clados, como nas seddasprocrotone Lasiogyne a pressao de selecao foi
no sentido da perda de estruturas secretoras basatas/acropeciolares, ndo sendo
observados coléteres ou NEF's nesta regido da.fdllaasecdoCuneatie em C.
orinocensigsubseca&pruceanisecadCleodorg, NEF's ocorrem ao longo da margem
das folhas alternados com os coléteres, indicanto aondicdo derivada. Entretanto, a
real funcédo da ocorréncia concomitante destas estagturas secretoras nesta posicao
ainda é desconhecida. S&o necessarios estudosemempares visando elucidar se
existe uma assincronia na fase secretora destasuess, podendo 0s coléteres estarem
ativos em fases iniciais do desenvolvimento ddsafok os nectarios em fase posterior.
A presenca de coléteres esta intimamente relacomladh a protecdo dos tecidos
foliares durante o seu desenvolvimento (Lersten &nldr 1968; Lersten 1974; Fahn
1979) devido a secrecdo de uma substancia quéidakai superficie foliar e ameniza o
atrito dos tecidos em formacéo e evita a desseagimesmos (Solereder 1908). Ja os
NEF’s estdo comumente relacionados com a atrac&citientes que utilizam o néctar
como recurso e protegem as folhas ja completanfemteadas contra herbivoria, sendo
esta uma interacdo de reconhecido valor adaptgara as plantas (Roshchina &
Roshchina 1993; Morellato & Oliveira 1994).

Comprimento do pedunculo e forma dos NEF's baselares/acropeciolares
(Carateres 7 e 8): Embora ndo tenham sido feigiesespecificos, é evidente a intima
correlagdo evolutiva entre os caracteres 8 e 9ifisdese duas tendéncias para a
evolucdo da estrutura dos NEF's: aqueles que apeesepedunculo curto possuem
superficie secretora convexa ou reta com margevaddee aqueles que apresentam
pedunculo longo possuem superficie secretora cOnbivig’'s com pedunculo curto e
superficie secretora convexa constituem o estadesaat emCroton o qual é
verificado também enBrasiliocroton Dentro da secédleodora verifica-se uma
divergéncia evolutiva marcante em seus clados.ulaegadSphaerogynas espécies
do clado 1 mantiveram os NEF’'s com pedunculo cersuperficie secretora convexa,
enguanto nas espécies do clado 2 evoluiram os NiBRigpedunculo longo e superficie
secretora cbncava, sendo este o estado uma sindj@grembora homoplastica, para o

grupo. Na subsec&dpruceanias espécies mantiveram os NEF's com peddncuto cur
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e superficie secretora convexa, tendo os NEF's pedtnculo longo e superficie
secretora concava evoluido independetemente apan@sfragrans

A morfologia dos nectarios estd intimamente relaail@ncom as interacdes
ecologicas destas estruturas com 0s animais visgtantoletores de néctar (Bentley &
Elias 1983; Roshchina & Roshchina 1993, Baker & é3akd90). Provavelmente, em
algum momento da histéria evolutiva deroton linhagens distintas passaram a
apresentar interacdes ecoldgicas divergentes, rdparente com a mesma vantagem
adaptativa, de modo que as duas estratégias faiaci®siadas e atualmente verificam-
se dois padrbes morfolégicos para os NEF's @mton Sendo que NEF's com
pedunculo curto e superficie convexa ou reta doesti 0 estado ancestral e NEF's
com pedunculo longo e superficie secretora cédncamatituem uma sinapomorfia para
as espécies do clado 2 (subse@uhaerogyni a qual surgiu também de forma
independente el@. fragrans(subseca&prucean) na seca&leodora

Presenca de NEF’'s na margem da lamina folearater 9) na superficie da
lamina foliar (carater 10): A auséncia de NEF’s na margem dhad@ na superficie da
lamina foliar foi verificada enAstraea Brasiliocroton e Croton e se constituem no
estado ancestral ef@roton e sdo simplesiomorfias para este género. A prasda
NEF’'s ao longo da margem das folhas foi verificapanas entC. orinocensigsecao
Cleodorg e emC. cuneatus(secdoCuneat). As espécies destas duas sec¢bes sao
morfologicamente similares, apresentam habito adydnimero de estames reduzidos
(10-20) e cimulas bissexuais podem estar presdfitasizo et al 2011). Alguns
caracteres morfolégicos sédo utilizados para distings espécies destas duas secdes e,
dentre estes, um dos mais relevantes é a ocorrdagiindulas discoides nas margens
das folhas, as quais estdo presentes nas espeécisscdoCuneati e ausentes em
Cleodora(Caruzoet al. 2011). Essa denominacao “glandulas discoidesteefe aos
NEF’'s que ocorrem nas margens das folhas. O regig&trNEF’'s marginais tanto nas
folhas deC. orinocensis(se¢doCleodorg como nas folhas d€. cuneatus(secao
Cuneat) mostra que a presenca ou auséncia destas essdrutas margens das folhas
nao é um carater seguro para separar especiekdedorae Cuneati A secaoCuneati
compartilha algumas caracteristicas morfolégicasn cas secbesGeiseleria e
Corylocroton como a presenca de glandulas marginais. Esteloesta carater se
constitui numa sinapomorfia e ndo indica necessamide uma proximidade
filogenética entre essas sec¢Oes (Réhal. 2010), acredita-se que glandulas marginais

(as quais podemos interpretar no presente tralmmihm NEF’s marginais) evoluiram

66



de forma independente earoton (Van Eeet al. 2008; Riinaet al. 2010), constituindo-
se num carater homopléstico neste género.

A presenca de NEF’s na superficie da lamina falé&Croton palanostigmasta
de acordo com o relatado por Riiea al (2010) para a secdountia. Estes autores
registram duas tendéncias evolutivas dentro destaospara a morfologia foliar, a
primeira constitui-se de espécies com folhas ndada®, com venacdo pinada e sem
glandulas na lamina foliar e a segunda constituidee espécies com folhas
profundamente lobadas, palmatinérvias e com  glasdul pateliformes
(morfologicamente semelhantes aos NEF’s observadgsesente trabalho) em ambas
as superficies da lamina foliar. A presenca de NBR superficie da lamina foliar € um
carater apomorfico ef@roton verificado até o momento, apenas neste segungm gr
deLuntia.

Laticiferos (caracteres 11 e 12): A presenca de laticiferasuéatios € uma
plesiomorfia para Croton, tendo sido verificadali@m emBrasiliocroton e Astraeae
registrados por Vegat al (2002) na tribo Galphimeae (Malpighiaceae). M tge
laticifero mais comum dentre as eudicotiledoneas@o articulado (Rudall 1994). Esta
autora sugere que os laticiferos articulados terdastuido a partir dos nao articulados.
Porém, o registro de laticiferos articulados @mton Brasiliocroton e Astraea(tribo
Crotoneae, Euphorbiaceae), bem como na tribo Gagde (Malpighiaceae) indica que
na ordem Malpighiales os laticiferos néo articulagdossam ter evoluido a partir dos
articulados. A tendéncia mais natural € de que amedps terminais dos laticiferos
articulados sofram dissolucdo e déem origem agdféabs ndo articulados, os quais
formam uma estrutura tubular interligada, e naoontrario. Isto ocorre durante o
desenvolvimento dos laticiferos articulados dMandevilla atroviolaceae
(Apocynaceae), os quais ha maturidade podem seurmtidbs com nao articulados
(Lopeset al 2009).

A otimizag&o dos tipos de laticiferos mostra queCGroton o estado ancestral €
a presenca de laticiferos articulados ndo ramifisadarater que se mantém em todas as
espécies do grupo externo. Porém, na seCBmdora o tipo predominante € o
articulado ramificado, excetuando emiargyreusC. sphaerogynus C. heterocalyx
(subseca®phaerogyni Verifica-se, portanto, que a presenca de latioff articulados
ramificados é uma sinapomorfia homoplastica paraleasais espécies da subsecdo

Sphaerogyne todas da subsec¢8pruceani
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Tricomas na superficie foliafcaracteres 13 e 14): Tricomas simples na
superficie das folhas é o estado ancestral, teitiio verificado emAstraea lobata
Croton e Brasiliocroton provavelmente evoluiram de um ancestral comumpgssuia
tricomas estrelados nas folhas. Este carater pa®c® estado ancestral dentro de
Croton e se constitui numa plesiomorfia para o género.mé#oria das espécies da
secaoCleodoraverifica-se a ocorréncia concomitante de tricoestselados e simples.
Em Croton, os tricomas simples parecem ter originado arpdds estrelados, como
observado ent. pallidulus espécie na qual se verifica, além dos tricomaplss, 0s
tricomas simples com raio suprimido, um estadosttarno entre tricomas estrelados e
simples. Ja a presenca de tricomas lepidotos giatada como uma sinapomorfia em
Croton Os tricomas multiradiados aparecem como sinapanpara o clado 1 da
subseca&phaerogynemcCleodora Estes resultados confirmam a proposta de evolucéo
dos tipos de tricomas efroton (Websteret al 1996), na qual os tricomas estrelados
aparecem como estado ancestral e ddo origem aom&s simples pela supressao dos
raios laterais; aos tricomas lepidotos, pela uméo grau cada vez maior dos raios
laterais, juntamente com a reducdo do raio porrextaps tricomas multiradiados e
dendriticos, pelo aumento de raios laterais emratifes alturas ao longo de um
pedunculo.

Os tricomas descritos como adpresso-estreladosCpouzo et al (2011),
subtipos de lepidotos (Webstdral 1996), para as espécies da subs&gaaceant C.
sphaerogyncorrespondem aos descritos no presente trabalho estrelados (Caruzo,
comunicacdo pessoal). Esta divergéncia pode teormgc dos problemas de
interpretacdo das descricOes apresentadas por &/ebat(1996).

Posicdo dos estbmatog¢carater 15): EmCroton folhas anfiestomaticas
constituem o estado ancestral e €ieodoraeste estado ocorre em apenas algumas
espécies, sendo que a presenca de folhas hipodistsrfai observada na maioria das
espécies desta secdo e parece ser o estado sinfponp@ra Cleodora Folhas
anfiestomaticas também foram observadas em 9 espdeCroton (secaoCyclostigma
sensuWebster 1993), enBrasiliocroton mamoninhae em 4 espécies da&straea
estudadas (Sa-Haiad al. 2009).

Tipo de organizac¢do do mesofilcarater 16): Mesofilo dorsiventral € um carater
simplesiomarfico enCroton e parece ser o tipo mais comum dentre as suasiespéc
Entretanto, estudos que avaliem um maior numero edpécies, com maior

representatividade das secbes do género, sdo aecsgsara confirmar tal hipotese.
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Mesofilo dorsiventral foi observado nas 10 espédesSroton secaaCyclostigma sensu
Webster (1993) estudadas por Sa-Haiaal. (2009).

Presenca de esclereides no mesofdarater 17): EnmCroton a presenca de
esclereides € um carater homoplastico e ndo faiyasverificar qual é o estado
ancestral no género. Para esclarecer a historiguteseo do desenvolvimento de
esclereides er@roton sugere-se um estudo mais abrangente avaliandoesypésies e
ampliando o numero de sec¢les investigadas. Passntd, a evolugdo das esclereides
em Croton esta relacionada com a vantagem adaptativa emstasp ambientes com
restricdo hidrica. As esclereides €roton formam uma estrutura complexa com o0s
tricomas tectores, possivelmente atuando na alsakg@gua da umidade atmosférica
(Vitarelli, 2013, Cap. I).

N&o foi possivel estabelecer uma relacédo entreepgasde esclereides e tipo de
tricomas nas folhas. Entretanto, a presenca derefibbs estd relacionada com a
presenca de tricomas na superficie adaxial epidéarrdas folhas, podendo estar
associadas aos tricomas simples, estrelados alotepi

A presenca de esclereides atravessando o mesoftlooden ja foi relatada na
literatura (Metcalfe & Chalk 1950; Appezzato-da-@dé& Carmello-Guerreiro 2006),
porém ainda sem um enfoque evolutivo ou ecologRRodall (1994) sugere uma
provavel homologia entre esclereides e laticifenws Crotonoideae, uma vez que as
esclereides estdo presentes geralmente quandeéicdferas estdo ausentes. A autora
ressalta que esclereides e laticiferos sdo sentetham estrutura e distribuicdo, ambos
sdo células alongadas e comumente associadas awostevasculares e com a
epiderme, sendo em muitos casos dificil a distingtre essas duas estruturas.
Entretanto, no presente estudo nao foi verificada worrelacdo entre a presenca de
esclereides e auséncia de laticiferos, uma vezsgUaticiferos ocorrem em todas as
espécies estudadas e esclereides distribuem-serrda fndependente nos diferentes
clados deCroton

Organizacdo do feixe vasculgcarater 18): Os tipos de feixes vasculares
possuem uma distribuicdo complexa €noton, ndo sendo possivel verificar qual € o
estado ancestral para o género, sendo este cér&eito homoplasico e de pouca

relevancia filogenética.
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CONCLUSOES

Os caracteres anatomicos foliares, em especial shsitlgas secretoras,
contribuem com o esclarecimento da histéria ewdutias diferentes linhagens de
Croton e esclarecem interrelacdes entre as suas esp@sesaracteres anatdomicos
mostraram-se relevantes na resolugcdo da topolog& rdmos internos na secao
Cleodora e elevam os valores de suporte destes ramos,ibontto com o
esclarecimento acerca das relacdes entre as espésia secao.

A homologia entre idioblastos secretores e tricosegetores entroton foi
confirmada, tendo este Ultimo evoluido a partir wadificacdo estrutural dos
idioblastos, aparentemente mantendo os metaboftrsundarios produzidos. Os
tricomas secretores sdo, portanto, caracteres apjoosocompartilhados por poucos
clados deCroton como por exemplo a secBamprocroton

Coléteres foliares foram observados em todas asciespéstudadas, com
excecao d€roton gnaphalij e constituem um carater plesiomorfico €moton, o qual
esta presente também dstraeae Brasiliocroton

A presenca de NEF’'s baselaminares/acropeciolane® @stado ancestral em
Croton sendo observado na maioria das espécies estudAdavolucdo destas
estruturas demonstraram duas tendéncias: aquelaspyasentam pedunculo curto
possuem superficie secretora convexa ou reta corgemaelevada e aquelas que
apresentam pedunculo longo possuem superficie teecredbncava. A presenca de
NEF's com pedunculo curto e superficie secretorevexa constitui 0 estado ancestral
em Crotone NEF’s com pedunculo longo e superficie secratbrecava constituem-se
numa sinapomorfia para o clado 1 da subs&gdmerogyniembora homoplastica.

A presenca de NEF's nas margens e na superficidardana foliar séo
sinapomorfias emCroton e parecem constituir também homoplasias dentrae des
género.

A presenca de laticiferos articulados € uma sinptesrfia emCroton e ocorre
também emBrasiliocroton e Astraea Em Croton os laticiferos articulados né&o
ramificados constituem o estado ancestral.

Crotonexibe uma grande diversidade de tricomas os @vaisiiram a partir de
modificagOes estruturais dos tricomas do tipo kstee Por outro lado, o tipo de
mesofilo parece ser um carater pouco variavel mergé predominando a organizacao

dorsiventral, a qual constitui o estado ancestral.
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estado ancestral para cada carater foi estimadwosaimizagfes de verossimilhanga nas 1000 arvores
selecionadas apo6s ‘burn in’ das andlises de Inf@éBayesiana a partir da combinagdo dos dados
moleculares. Em cada né esta representada a pampdeg arvores em que as otimizagdes indicadas
ocorreram. Figuras 6A, 6B e 6C, seccdes transwedsaiolhas incluidas em resina e coradas comdazul
toluidina.A. C. hemiargyreusB. C. fragranse C. C. gnaphalii Barras: 50um
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superficie da lamina foliar (12) Tipo de laticiferem Croton sec¢do Cleodora e grupo externo. Oastad
ancestral para cada carater foi estimado usandvizaggdes de verossimilhanca nas 1000 arvores
selecionadas apés ‘burn in’ das analises de Inf@éBayesiana a partir da combinacdo dos dados
moleculares. Em cada no6 esta representada a pémpde; arvores em que as otimizagdes indicadas
ocorreram.
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Figura 8. Reconstrucdo do estado ancestral para os NEFamanho do pedinculo e (8) Superficie
secretora em Croton se¢do Cleodora e grupo ext@restado ancestral para cada carater foi estimado
usando otimizacdes de verossimilhanca nas 1000em\selecionadas apés ‘burn in’ das analises de
Inferéncia Bayesiana a partir da combinacdo dosslagbleculares. Em cada né esta representada a
proporcao de arvores em que as otimizacdes indicactarreram. Figuras 8A e 8B, secc¢des transversais
de folhas incluidas em resina e coradas com azubldalina. A. C. sphaerogynue B. C. fragrans
Barra: 400 pm.

Figura 9. Reconstrucdo do estado ancestral para (13) Tipwiaenas na face abaxial (14) Tipo de
tricomas na face abaxial (15) Posicdo dos estdn{d®s Organizacdo do mesofilo (17) Presenca de
esclereides no mesofilo (18) Organizacdo dos fewessulares em Croton secdo Cleodora e grupo
externo. O estado ancestral para cada caratestionao usando otimizacdes de verossimilhanca nas
1000 arvores selecionadas ap6s ‘burn in’ das @satie Inferéncia Bayesiana a partir da combinag&o d
dados moleculares. Em cada n6 esta representadp@gho de arvores em que as otimizagdes indicadas
ocorreram.
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APENDICE |: Taxa, voucher, herbario consultado e ninero de acesso no
GenBank (ITS, trnL-F, psbA-trnH). Missing data: -
Astrea lobatgL.) Klotzsch Melo 1285 (SP); EU586945.1, HM0447681M044809.1/

Brailiocroton mamoninhaBerry & Cordeiro Fiaschi 951 (SPF); EU586944.1,
EU586998.1, HM044810.1C. billbergianusMdill. Arg. Wiley 7 (RB); EU477998.1,
EU478148.1, HM044813.1C. cajucara Benth. Caruzo 95 (SP); Jangoux 1051 (RB);
HM044789.1, HM044770.1, HM044814.@T. campanulatu€aruzo & Cordeiro Lima
469 (SP); Monteiro 7964-1 (RBR); HM044790.1, HM0Z471, HM044815.1/C.
cuneatusKlotzsch Lima 1510 INPA; EU497735.1, AY794698.1Mb44816.1/C.
fragrans Kunth. Caruzeet al. 125 (SP); HM044791.1, HM044772.1, HM04482CC1/
fragrantulus HM044792.1, HM044773.1, HM044821.0. gnaphalii Baill. Marchett
545 (BHCB); EU586940.1, EU586994.1, HM044846CL/ hemiargyreusViill. Arg.
Caruzo 114 (SP), Nascimento 473 (RB); HM044793X0l4774.1, HM044824.1C.
heterocalyxBaill. Caruzo 108 (SP); HM044794.1, HM044775.1, e6#825.1/C.
hoffmannii EF421773.1, EF408111.1, HM044826Q/ organensisBaill. Caruzo 90
(SP), Prado 366 (RB); EU586914.1, EU586969.1, HM83241/C. orinocensidVill.
Arg. Caruzo 124 (SP); HM044799.1, HM044779.1, HM834.1/ C. palanostigma
Klotzsch Cordeiro 192 (SP); EU586943.1, EU58699HN044835.1/C. pallidulus
Baill. Lima 319 (SP); EU586939.1, EU586993.1, C./pseudofragran$iM044800.1,
HMO044780.1, HM044837.1C. rottlerifolius Baill. Lima 139 (SPF); HM044801.1,
HMO044781.1, HM044838.1C. sacaquinh&roizat Rodrigues s/n° (HB); HM044802.1,
HM044782.1, HM044839.1C. salutaris Casar. Caruzo 89 (SP), Pardo 108 (RBR);
HM044804.1, HM044783.1, HM044840.0. sphaerogynudaill. Caruzo 88 (SP),
Landrum 2052 (RB); HM044805.1, HM044784.1, HM04484%. spruceanu8enth.
Ducke s/n° (RB); HMO044806.1, HMO044785.1, HMO044844.C. vyavitensis
EU586918.1, EU586973.1, HM044847.1.

* Dados complementares para as espécies do grupmexoram obtidos a partir do
trabalho de Soares (2012).
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APENDICE |I: Caracteres e estados de carater utiliados na constru¢do da matriz de dados anatémicos

Caracter

Estado de caracter

1. Posicéo dos idioblastos secretores

2. Estado transitdrio entre idioblastos
secretores e tricomas secretores

3. Tricomas secretores na face abaxial
(ABA) das folhas

4. Coléteres em folhas completamente
expandidas

5. Coléteres nos primordios foliares

6. Par de NEF's
baselaminares/acropeciolares

7. Comprimento do pedunculo do NEF
baselaminar/acropeciolar

8. Forma da superficie secretora do NEF
9. NEF's ao longo da margem das folhas
10. NEF's na superficie da lamina foliar
11. Laticiferos

12. Tipo de laticifero

13. Tipo de tricomas na face abaxial
(ABA) das folhas

14. Tipo de tricomas face adaxial (ADA)
das folhas

15. Classificacédo da folha com relagdo a
posicdo dos estbmatos

16. Organizacdo do mesofilo

17. Esclereides no mesofilo

18. Organizacao do Feixe Vascular na
regido apical do peciolo

19. Nectarios nos primordios foliares

(0) Ocorrem voltados tanto para a face abaxial upara a face adaxial da folha; (1) Ocorrem volsassbmente para a
face adaxial (ADA) das folhas; (2) Ocorrem voltadomente para a face abaxial (ABA) das folhas.
(0) Ausente; (1) Presente.

(0) Ausente; (1) Presente.
(0) Ausente; (1) Presente.

(0) Ausente; (1) Presente.
(0) Ausente; (1) Presente; (2) Ocorréncia de maisrd par de NEF's baselaminares/acropeciolares.

(0) Séssil; (1) Curto, que apresenta largura mdaaque trés vezes a largura da cabeca secretdi&fo(2). Longo,
que apresenta largura igual ou maior do que tr&ssva largura da cabeca secretora do NEF.

(0) Céncava; (1) Convexa; (2) Reta ou convexa ceomargens elevadas

(0) Ausente; (1) Presente.

(0) Ausente; (1) Presente.

(0) Ausente; (1) Presente.

(0) Articulado nao ramificado; (1) Articulado ramaiédo.

(0) Lepidoto; (1) Multiradiado; (2) Estrelado; (Simples; (4) Estrelados e simples presentes seraxjsta a
predominancia de um sobre outro.

(0) Lepidoto; (1) Multiradiado; (2) Estrelado; (Simples ou simples com raios laterais suprimiodsE6trelados e
simples presentes sem que exista a predominanciad®bre outro.

(0) Hipoestomatica; (1) Anfiestomatica.

(0) Dorsiventral; (1) Isobilateral.
(0) Ausente; (1) Presente.
(0) Colateral; (1) Bicolateral.

(0) Ausente; (1) Presente.
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Capitulo IlI:
“Caracteres anatomicos foliares de&Croton secao
Lamprocroton(Euphorbiaceae): filogenia e reconstrucoes dos
estados ancestrais”
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Caracteres anatomicos foliares d€roton secad_amprocroton(Euphorbiaceae):
filogenia e reconstrucdes dos estados ancestrais

Resumo: As relacdes filogenéticas entre as espécies dm segnprocrotonsubsecao
Lamprocrotonforam estudadas a luz da filogenia molecular &g evolutiva dos
caracteres anatémicos foliares. Foram feitas &asalle Maxima parciménia a partir de
matrizes de dados moleculares, considerando regidegenoma nuclear (ITS) e
plastidial T'rnL-TrnF), e de dados anatomicos, a partir de caractesgmalsticos da
estrutura foliar. Foram realizadas reconstrucbesedtsdos ancestrais dos principais
caracteres diagnosticos, utilizando o critério decipgnia. A presenca de tricomas
secretores na face abaxial das folhas é uma sirafianda secad_amprocroton
observada também enC. sacaquinha(secao Lasiogyng. Estas estruturas sao
homologas aos idioblastos secretores, que sengstn, portanto, a face adaxial das
folhas na secadbamprocroton.Acredita-se que esta secdo evoluiu a partir dagiens
de Croton que ndo possuiam nectarios extraflorais (NEF'Syuesa ndo observada
neste clado. Coléteres marginais, laticiferos @etos ndo ramificados e mesofilo
dorsiventral sdo caracteristicos d@mprocroton Na filogeniaC. imbricatusemerge
fora da secdo Lamprocroton A presenca de um par de NEF's
baselaminares/acropeciolares, idioblastos seceetam@spicuos voltados para ambas as
faces foliares, mesofilo isobilateral e ausénciatrd®mas secretores nesta espécie
corroboram seu posicionamento foraL@enprocroton Um novo rearranjo subseccional
€ sugerido, com a remocao @epygmaeusla subsecdbamprocrotonpara a subsecao
Argentini a qual passa a englobar espécies com estiletesandficados, bifidos ou
multifidos, com 6, 12 ou mais superficies estigoaei

Palavras chave Croton, caracteres anatémicos, relagdes filogenéticasépwid total,
estruturas secretoras.
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INTRODUCAO

Croton L. é o segundo maior género de Euphorbiaceae cam de 1200
espécies, apresenta uma grande diversidade madalog ampla distribuicdo
geografica. Estes fatores aliado a falta de dasisinapomorfias morfolégicas para as
suas secdes fazem com que a taxonomia e a sistardéste género sejam complexas
(Riina 2006; Van Eet al 2011). A presenca de estames encurvados no Hotabé a
Unica sinapomorfia sugerida para o género (Betral 2005; Lima & Pirani 2008).
Croton é caracterizado pelas inflorescéncias terminaigdigo tirso e por pétalas
geralmente reduzidas nas flores pistiladas (Ca&Zbordeiro 2007). A presencga de
latex ndo-leitoso e o tipo de indumento séo caratieas utilizadas para distinguir com
facilidadeCrotondos demais géneros de Crotonoideae (Webster 1967).

A primeira delimitacdo formal da secd@mprocrotonfoi feita por Muller
(1873) naFlora brasiliensiscomo sendo uma série da sef&xarinium e a presenca
de tricomas lepidotos foi a caracteristica utilzapara distinguir as espécies de
Lamprocrotondaquelas d&eiseleria(série que, junto corbhamprocroton constituia a
secadDecarinium). O numero de divisdes do estilete e a presengacoenas lepidotos
séo caracteristicas utilizadas na delimitacdo sagoges circunscritas elbamprocroton
desde que esta foi elevada a categoria de sec&ol@®; Pax & Hoffman 1931;
Webster 1993; Lima & Pirani 2008; Van Ee & Berryl2).

A seca@olLamprocrotonfoi caracterizada por incluir espécies tanto cotiletss
bifidos como com estiletes duas vezes bifidos @10ll873). Entretanto, Webster
(1993) recircunscreveu esta secdo incluindo apesagcies com estiletes bifidos.
Posteriormente, Lima & Pirani (2008), numa revit@mnomica da secdo com base em
caracteres morfologicos, retornaram a circunscragdiller (1873). A delimitacao
proposta nesta revisdo (Lima & Pirani 2008) é swaglar pelo Unico trabalho de
filogenia molecular realizado com espécies da skaé&wprocroton(VanEeet al. 2011),
no qual as espécies com estiletes bifidos apareceno grupo irmao daquelas que
apresentam estiletes multifidos, reconhecendo cadadesses clados como uma
subsecao enbamprocroton Desta forma, a mais recente delimitacdo destdosec
estabelece a subsecdamprocroton (Mull. Arg.) B.W. VankEe & P.E. Berry,
caracterizada pela presenca de estiletes bifitiimenas primordialmente lepidotos e a
subsecadrgentini B.W. VanEe & P.E. Berry, caracterizada pela preaeate estiletes

duas ou mais vezes bifidos e tricomas primordialenaggtrelados. Entretanto, na
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filogenia molecular (VanEe & Berry 2011) apenas § @@ espécies circunscritas na
secao Lamprocroton sensu Lima & Pirani (2008) foram avaliadas, tendo sido
adicionadas outras duas espécies consideradasidepasiento duvidoso por Lima &
Pirani (2008). Desta forma, as reais interpretagd@sto as afinidades entre as espécies
da secad.amprocrotonsao ainda desconhecidas e justificam a necessilgadepliar o
namero de espécies avaliadas em estudos com abosdago apenas filogenética, mas
gue considerem ainda a morfologia e anatomia daogrup

A Anatomia Vegetal contribui com a resolucdo de [@wmias taxondmicos
(Metcalfe & Chalk 1950, 1979, 1983) desde o séxil¥, quando os caracteres
anatdmicos foram utilizados para a identificacdaelimitacdo de espécies, géneros ou
familias botanicas (Solereder 1908) e tém siddzatbs com sucesso como subsidio
para analises taxondmicas e filogenéticas (Goldi®&&6; Tokuoka & Tobe 1998;
Scatenaet al 1999; Alveset al. 2002; Sartori & Tozzi 2002; Gomes al 2005; Rioet
al. 2005; Thade®t al 2008; Delgadaet al 2009; Lopest al. 2009; Sa-Haiaakt al
2009; Hornet al 2009; Wiedenhoefet al 2009; Araujoet al 2010; De-Paula 2010;
Coutinhoet al. 2010; Riinaet al 2010; Mello-Silvaet al 2011; Nishida & Werff 2011,
Mantovaniet al 2012; Pecnikaet al 2012; Zhou & Xia 2012; Chiet al 2013). Muitos
desses trabalhos enfocam espécies tropicais, candegrrepresentatividade na flora
brasileira.

O Brasil é um dos principais centros de diversiddel€roton (Burger & Huft
1995), sendo a secabamprocroton estritamente Sul americana e amplamente
distribuida no leste do Brasil, especialmente n&aMdlantica, no Cerrado, na Caatinga
e na Restinga (Lima & Pirani 2008). As espécies Ldenprocroton subsecdo
Lamprocroton(Van Ee & Berry 2011) sdo bem representadas noplexos rupestres
de altitude brasileiros, sendo comuns em altitsdgeriores a 1.000 m (Lima & Pirani
2008).

O objetivo da presente proposta foi realizar umdssfilogenético das espécies
de Crotonsecad.amprocrotonsubsecahamprocroton sensWan Ee & Berry (2011) e
grupo externo, considerando dados moleculares @THNL-TrnF) e anatdmicos
visando elucidar a interrelacdo entre as espétiagés da reconstrucdo dos estados
ancestrais dos caracteres anatomicos e de anélisgsneticas usando caracteres

moleculares e matrices combinadas de caracter&nainas e moleculares.
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MATERIAL E METODOS

Foram estudadas no presente trabalho 23 espéanely 81 do génerGrotone
aindaBrasiliocroton mamoninha Astraea lobatgTabela 1). Dezessete espécies estdo
circunscritas na subsecBamprocrotonda se¢cad.amprocrotonsensan Ee & Berry
(2011), das quais 11 foram analisadas na preseopegia. O critério de escolha das
espécies foi o seu padrdo de distribuicdo geogrdfiodas as espécies da subsecao
Lamprocrotonamostradas ocorrem nos complexos rupestres dol Beagota acima
dos 1000 m de altitude, provenientes dos camposstigs e campos de altitudes

brasileiros.
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Tabela 1.Taxa e voucher estudados.

Espécie

Coletor, sigla herbario consultado

1. Croton ceanothifoliugaill.

2. Croton dichrougMll. Arg.

3. Croton erythroxyloide8aill.

4. Croton imbricatusL.R. Lima &

Lima 325* (SP 370498)
Alvim 46 (HUEMG 0667)/ Vitarelli 012 (MC ###)/

Cordeiro 2771 (SP 356401) / Stehmann 2504 (SP

370574)
Vitarelli 002 (VIC 33005) / Vitarelli 005 (\C 33008) /
Vitarelli s/n°* (VIC 33012)

Laessor s/n°* (SP 311439)/ Furlan s/n° (SPF 18774)

Pirani
% 5. Croton muellerianu.R. Lima Ribas 926* (BHCB 31110)
S 6.Croton myrianthusll. Arg. Lima 296* (SP 3770497)
8 7.Croton pallidulusaill. Lima 319 (SP 370557)
% 8. Croton pseudoadipatuSroizat Monteiroet al 009* (HUEMG 1749) /Monteircet al
- 017* (HUEMG 1750)
9. Croton pygmaeuk. R. Lima Falkenberg 6483 (BHCB 29075)/ Marchditi9o*
(BHCB 107725)
10. Croton splendidusart. Alvim s/n°® (HUEMG 1726)/ Alvim 40 (HUEMG
1748) /Vitarelli s/n°* (VIC 33004)/ Vitarelli s/n°*
(VIC 33004)
11.Crotonsp. L458 Lima 458* (SP 399329)
12.Crotonsp. L519 Lima 519* (SP 409038)
13.C. gnaphalliBaill. Marchett 545 (BHCB ###)
14.Croton alabamensig. A. Smith ex Keener 2472 (SP 366447) / Berry s/n°® (VIC ###)
Chapman
15.C. burchelliiMill. Arg. Anderson 6827 (MO)
16.C. cuneatuKlotzsch Lima 1510 (INPA ###)
g 17.C. fragranskKunth Caruzeet al 125 (SP)
I*_% 18.C. hemiargyreud/iill.Arg Caruzo 114 (SP) / Nascimento 473 (RB)
8 19.C. heterocalyBaill Caruzo 108 (SP)
5 20.C. orinocensisviill.Arg. Caruzo 124 (SP)

21.C. sacaquinh&roizat
22.Astraea lobatgL.) Klotzsch

23. Brasiliocroton mamoninhaBerry
& Cordeiro

Rodrigues s/n° (HB 47013)
Melo 1285 (SP)
Fiaschi 951 (SPF)

* Vouchers utilizados no sequenciamento do DNA
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Anatomia

Amostras das folhas sé@o provenientes de matenibbheado (Tabela 1), sendo
analisadas folhas em diferentes estadios de ddseneato (primérdios foliares, folhas
jovens e completamente expandidas), seguindo a an@smronizacdo adotada por
Vitarelli (2013, Cap. II).

Apés a reversdo da herborizacdo (Smith & Smith 1,948 amostras foram
desidratadas em série etilica e estocadas em €t@fiml Para obtencdo de cortes o
material foi incluido em hidroxietilmetacrilato (#ioresin, Leica Instruments) seguindo
0 procedimento de Meira & Martins (2003). Foramidade cortes transversais e
longitudinais (5um de espessura), em micrétomo rotativo de avang¢ometico
(modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.) com uéitdo de navalhas de vidro
descartaveis. Os cortes foram corados com azulodédiha pH 4,0 (O'Brien &
McCully 1981) e as laminas montadas com agua ghaea ou com resina sintética tipo
Permount (Fischer 1968).

Pecas inteiras foram diafanizadas, coradas corarsaér (1% solucéo alcodlica)
e as laminas montadas com gelatina glicerinada 1t3ehal940, modificado).

Todas as observacdes e a documentacado fotografiam frealizadas em um
microscopio de luz (modelo AX70TRF, Olympus Opficatjuipado com sistema de
captura de imagens. Para a observacéo sob lueskemte, foi utilizado o filtro UV.

Foram selecionados 20 caracteres anatomicos pelebaracéo de uma matriz
de dados considerando os diferentes estados decasdatar (Apéndice II). Os dados
relativos as estruturas secretoras foram obtidpartér do trabalho de Vitarelli (2013,
Cap. II).

Sequenciamento do DNA

Esta etapa do trabalho foi realizada no LaboratdecSistematica Molecular
(CSIC-RJB, Madrid). Foram trituradas 15 a 20 mg tdeido foliar utilizando o
equipamento TissuelLyser Il (QIAGEN Germany), aipaté amostras de folhas de
cada uma das espécies de interesse (Tabela 1)trac@&x do DNA de cada uma das
amostras foi feita utilizando-se Dneasy® Plant Mih(QIAGEN, Germany) de acordo
com as instrucdes do fabricante. As regides gaagetenplificadas foram as mesmas
feitas por Van Ee & Berry (2011): a nuclear ribosbriTS (ITS1, 5.8s, e ITS2) e a
cloroplastidialtrnL intron e o espacador intergénitoL-F, estes dois loci tém sido

utilizados em todos os trabalhos de filogenia cepgeies d€roton (Berryet al. 2005;
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Van Eeet al 2008; Cordeiret al. 2008; Van Ee & Berry 2009, 2010, 2011; Riataal
2009, 2010; Caruzet al. 2011). Para amplificar e sequenciar a regiaol@utilizou-
se o0 primer universal ITS1 e ITS4 (Urbatsthal 2000; Whiteet al 1990); a regido
trnL-F foi amplificada e sequenciada através dos priftegr& “f” e a regidotrnL dos
primers “c” & “d” (Taberletet al 1991).

O método de amplificacdo de Reacdo em Cadeia deRlse (PCR) foi feito
com puReTag™ Ready-To-Go™ PCR beads (Amersham iBrosgs, Uppsala
Sweden) apos adicdo dellof DMSO (4% v/v), 0.5ul de cada primer (1QM), 1 ul de
DNA (45-130ug mL™) em GeneAmp 9700 PCR system (Perkin Elmer Biomyste
Foster City, CA). A amplificacdo da regidao de IT& €CR consistiu de uma
desnaturacao inicial de 95°C por 5 min e com psiregclico de amplificacdo de 95 °C
porr 1 min, 52 °C por 1 min, 72 °C por 1 min; 72 pGr 10min, com 35 ciclos de
repeticdo. A regido denlL-F em PCR consistiu de uma desnaturacao inicial dd&C95
por 5 min e com processo ciclico de amplificacd8%1éC por 1 min, 52 °C por 1 min e
30 seg, 72 °C por 2 min; 72 °C por 10 min, com i8tbs de repeticao.

Os produtos de PCR foram purificados utilizand@®nzima&ExoSAP-IT (GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, UKpnforme protocolo de intru¢do do fabricante. Os
produtos de PCR purificados foram sequenciados enbas as diregcbes no
sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Applied Bgisms, CA) (STAB-Vida,
Oeiras, Portugal)

As sequéncias foram editadas e montadas utilizaadosoftware Staden (v.2.0
Staden, 1996)As sequéncias recém geradas juntamente com asnsepiébtidas no
Genbank (Appendix I) foram automaticamente alinsadaClustal XThompson et al.,
1997).0s programas BioEdit v. 7.0.0 (Hall, 1999) e MEGA4mura et al., 2007) para
fazer os ajustes manuais do alinhamento usandatéricrde similaridade. Os dois
conjutos de dados (ITS tenL-F) foram combinados em uma Unica matriz que foi
analisada para gerar uma hipotese filogenéticaatmordagens em Maxima Parcimonia
(MP) e de Inferéncia Bayesiana (IB), como des@&itaixo.

Amostragem taxondmica

Foram construidas trés matrizes de daagriz A que inclui as 23 espécies da
Tabela 1 com os dados moleculares de ITS (688 tesesy e detrnL-F (1108
caracteres). AMatriz B que inclui a mesma amostragem taxondmica e moledala
matriz A, sendo adicionados 20 caracteres anatonigqué&ndice Il). AMatriz C que

inclui somente dados moleculares (ITS amd-F) das mesmas 23 espécies analisadas
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nas matrizes A, e B mais 22 espécies @mton adicionais externas a secao
Lamprocroton(cujos dados moleculares foram obtidos do GenBapéndice 1). Esta
amostragem expandida construida com a matriz @&itai com o objetivo de fornecer
uma visao mais ampla das possiveis relacoes fiédigas entre€C. imbricatuse demais
espécies d€roton externas a secdamprocroton uma vez que esta espécie emergiu
fora deLamprocrotonnas analises iniciais feitas a partir das matizesB.

Andlises Filogenéticas

Andlises heuristicas em MP foram desenvolvidas &dR? 4.0b (Swofford
2002) com 1000 replicagens aleatores dos taxa aseB& branch-swapping. Todos os
caracteres foram incluidos nas analises. Os caeacferam tratados como de igual
peso e os intervalos como missing data. Os valdee$P bootstrap (BS) para as
matrizes combinadas do genoma nuclear e plastfdi@m estimadas com 1000
replicagens de bootstrap com 100 replicagens adisoaleatéreas (RASR), tree
bisection reconnection (TBR) e nchuck = 100.

As analyses Bayesianas foram conduzidas em MrBages?2 (Ronquist &
Huelsenbeck 2003)As probabilidades Bayesianas (posterior proliasli-PP) foram
calculadas a partir do método estatistico de cddarkov de Monte Carlo (MCMC),
consistindo de 4 cadeias ligadas (nchains = 4; nsur® heat = 0.02), 10000000
geragcfes, com amostragem a cada 100 geracOes. dvdmsacteres foram incluidos
nas analyses e os dados foram divididos em trepé&iuas genéticas: IT8nL-F, e,
para algumas analises foi incluida a parte de dawomicos). O programa
JModelTest v. 0.1.1 (Posada, 2008), através dériritAkaike Information Criterion
(AIC; Akaike 1974), foi utilizado para estimar olmores modelos para cada uma das
partes genéticas, sendo selecionado para ITS olmo@&R + G e pardrnL-F o
modelo: TPM3uf+G). O modelo MK foi o utilizado paaaparte de dados anatémicos
(Lewis 2001). O periodo padréo de burn-in foi méitlo (burninfrac=0,25). Apds a
remocédo das arvores indicadas neste periodo, ogesale PP foram obtidos pela regra
de maior consenso a partir das analises de MCMC.

As arevores filogenéticas resultantes foram vigadks no programa FigTree v.
1.4.1 e editadas no programa Coreldraw X5.

Reconstrucao do Estado de Carater Ancestral

Foi elaborada uma matriz de dados com 20 caracae®micos diagndsticos
obtidos através do estudo de anatomia foliar r@ddizno Laboratdorio de Anatomia

Vegetal da UFV (Vicosa, Brasil) para proceder o eaapento destes dados sobre as
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arvores resultantes utilizando o programa Mesquit2.75 (Maddison and Maddison
2006, 2010).

A andlise para a Reconstrucdo do Estado de Cahaiesstral foi feita em
Mesquite v. 2.75, mediante a construcdo de um btoon as melhores arvores geradas
pelas analises de MP. Os caracteres anatomicas f@@onstruidos sobre essas avores
utilizando-se o comando “trace characters overstregendo reconstruido o estado
ancestral mais parcimonioso para cada carater ssbéevores estocadas no bloco. As

reconstrucdes foram salvas em formato “pdf” e ddsgaem Coreldraw X5.

RESULTADOS

Analises Filogenéticas: molecular e combinadas (Eléncia Total)

As analises de Maxima Parcimbnia (MP) da matrizrédpziram 694 arvores
mais parcimoniosas com 707 passos cada, com ideiansisténcia (Cl) = 0.75 e
indice de retencdo (RI) = 0.76 (Fig. 1). Por oudido, as analises de MP da matriz B
produziram 644 arvores mais parcimoniosas com 7a$%qs cada, com indice de
consisténcia (Cl) = 0.71 e indice de retencdo €R.72 (Fig. 2). Finalmente, as
analises em MP da matriz C produziram 350058 asvorais parcimoniosas cada uma
com 1177 passos, com indice de consisténcia (OLp2 e indice de retencdo (RI) =
0.76 (Fig. 3).

A arvore consenso gerada pelas analises de Maxamcan#®nia (MP) da matriz
A foi escolhida para ilustrar a relacdo entre apée@gs circunscritas na secao
Lamprocroton(Fig. 1). Em contrapartida, uma das 644 melhoresrés geradas pelas
andlises de MP da matriz B ilustra a relacdo eagrespécies deamprocrotonquando
0s caracteres anatdmicos séo adicionados aos naskexifFig. 2). A arvore escolhida
de entre as 644 melhores arvores foi aquela coopaldgia que se mostrou mais
condizente com as afinidades anatomicas entre @&cies ou grupos. As arvores
resultantes das andlises Bayesianas ndo foramadast uma vez que mostram uma
topologia semlhante aquelas geradas em MP, ndenttazinformacdes adicionais. A
arvore consenso resultante de MP foi escolhida emintento a de IB por apresentar
uma topologia mais simples e que ilustra melhoredacbes entre as espécies de
Lamprocroton Ainda assim, os valores de posterior probabikd@P) foram plotados
nas arvores consenso de MP juntamente com os salereootstrap (Figs. 1 e 2).

As analises filogenéticas em MP mostram a sdgioprocrotoncomo um

grupo monofilético e com alto suporte para a suaigigio em dois clados bem
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definidos (Figuras 1 e 2). O clado 1, o qual corapdeC. gnaphaliie C. pygmaeus
(100%BS, 1PP matriz A e 99%BS, 1PP matriz B) ean@l2, que compreende.
ceanothifolius C. dichrous C. erythroxyloides C. myrianthus C. muellerianus C.
pallidulus C. pseudoadipatysC. splendidug duas espécies nao identificad@sofon
sp. L519 eCrotonsp. L 458). Este segundo clado é ilustrado por graade politomia
na topologia da arvore resultante da matriz A (Eig78%BS, 0,9PP) ou por grupos
com baixa resolucdo para as relagbes entre asiespéomo ilustrado na arvore
resultante da matriz B (Fig. 2, 52%BS, 0,9PP). Aiadsim, verifica-se uma tendéncia
para o agrupamento @ muellerianuguntamente conCrotonsp. L519 eCrotonsp. L
458 em um clado separado das demais espécies s@c8abamprocroton(66%BS
matriz A e 56%BS matriz B).

A topologia das arvores resultantes das analisédRielas matrizes A (arvore
consenso) e B (melhor arvore) mostram doeoton imbricatus emerge fora de
Lamprocroton evidenciando que esta espécie esta erroneameet@a nesta se¢do. A
matriz C (Fig. 3) engloba um maior nimero de eg%eei a arvore consenso gerada
pelas analises de MP desta matriz ilustra os paissidados mais proximamente
relacionados &. imbricatus(Fig. 3).

A arvore consenso resultante das analises em MPndematriz molecular que
inclui informacdes do genbma nuclear (ITS) aperdeids ndo mostrados) mostra
Croton imbricatuse C. polyandruscomo espécies irmas constituindo um mesmo clado.
Até o momento,C. polyandrusrepresenta uma secdo monoespecificaCdgaton,
entretanto os resultados do presente trabalhoamdioma relagdo proxima cof.
imbricatus podendo estas duas espécies constituir uma se@. Por outro lado, na
arvore resultante da matriz C (Fig. G), polyandrusemerge como irma das espécies da
secaoGeiseleria A topologia desta arvore mostra ainda, uma pradade deC.

imbricatuscomC. megalodendroe C. palanostigmgsecad_untia).

Reconstrugéo do Estado Ancestral dos caracteres abaicos
As figuras (4 e 5) ilustram a reconstrucédo do estaocestral dos caracteres

anatdbmicos sobre as 644 melhores arvores resutfare@alise de Maxima Parciménia
(MP) da matriz B.

A secdo Lamprocroton € monofilética, porém as relacbes ent@
erythroxyloides C. myrianthus C. splendidus C. pallidulus C. dichrous C.

pseudoadipatue C. ceanothifoliugsubsecadamprocroton ndo estao esclarecidas. A
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topologia representada reflete uma interrelacaotéiijgsa fracamente suportada, como
observado pelo alto indice de auséncia dos nésgsemiados nos ramos terminais em
que cada uma dessas espécies emerge (porcentageada pela coloracdo vermelha).
O no6 do clado €. erythroxyloides C. myrianhtu} esta presente em 278 das 644
arvores. O n6 do clad&( dichrous(C. splendidugC. ceanthifoliugC. pallidulus C.
pseudoadipaty})) aparece em 99 das 644 arvores, enquanto oonélatio C.
splendidugC. ceanthifoliugC. pallidulus C. pseudoadipat)y em apenas 75 das 644
arvores. O n6 do clad&@( ceanthifoliugC. pallidulus C. pseudoadipat)socorre em
102 das 644 arvores e, finalmente, o n6 do cle@dgdllidulus C. pseudoadipaty®sta
presente em 278 das 644 arvores analisadas.

Devido a auséncia de dados p@rayavitensios estados de carater desta espécie
foram marcados na matriz como ‘missing data’ pa@os$ os caracteres. Devido a
proximidade entre as espécies, para efeito depnetaicdo dos caracteres reconstruidos,
foi considerado par&. yavitensisos mesmos estados plotados paracuneatusem
cada carater avaliado.

Os resultados obtidos a partir da otimizacdo dea caoh dos caracteres
analisados s&o descritos abaixo.

Idioblastos secretoregcarateres 1 e 2, Fig. 4): A presenca de idiobtast
secretores enCroton é comum, sendo varidvel a posicdo que ocupam rsofiloe
dentre as diferentes linhagens do género.Astnaea lobataos idioblastos secretores
ocorrem voltados apenas para a face adaxial, etmuagume em Brasiliocroton
mamoninhaeles ocorrem voltados apenas para a face abawlasequentemente as
reconstrugdes foram equivocas no né da raiz daggrméo sendo possivel definir um
melor estado para o ancestral comum edreton Brasiliocroton e Astraea As
reconstrucbes mostram que o estado de caraterpa@isnonioso para o ancestral de
Croton é a presenca de idioblastos secretores voltadasgpéace abaxial das folhas
(estado reconstruido no n6 deste género nas 644edramostradas). Este estado é
mantido nas secd&deodorae Cuneatie emC. burchelii(secadPedicellat). Por outro
lado, para a secd@amprocroton idioblastos secretores voltados para a face adfxi
0 estado reconstruido para n6 de seu ancestrabdan &s 644 arvores analisadas, e se
mantém predominantemente na subsdca@mprocroton Em C. gnaphalii (subsecao
Argentinj), assim como ocorre em espécies @leodorg os idioblastos secretores
voltados para a face adaxial mostram-se como esdrutransitérias entre idioblastos e

tricomas secretores. Em algumas espécied atmprocroton observa-se a auséncia
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completa dos idioblastos, como € o casoCdeton sp. L519,Croton sp. L458 eC.
splendidus (subsecdoLamprocroton e de C. pygmaeus(subsecaoArgentini.
Idioblastos secretores ndo ocorrem também nas sfalleeC. alabamensisEm C.
imbricatus que emerge fora deamprocroton os idioblastos secretores ocorrem
voltados para ambas as faces foliares. Dentre msigeespécies do grupo externo,
apenasC. sacaquinha(secaolLasiogyn@ mostra 0 mesmo padrao predominante em
Lamprocroton com idioblastos secretores voltados apenas paeadaxial.

Tricomas secretoreg¢carater 3, Fig. 4): Auséncia de tricomas secest@ o
estado reconstruido no no da raiz das 644 arvoeisadas e embora este seja o estado
reconstruido no ndé do ancestral comumQleton (nas 644 arvores analisadas), a
presenca destas estruturas na face abaxial daassféllum carater diagnéstico para
Lamprocroton estando presente em todas as suas espéciedastudato da subsecao
Lamprocroton quanto da subsecadrgentini (estado reconstruido no nd de
Lamprocroton nas 644 arvores estudadas). Dentre as espéciegugpo externo,
tricomas secretores ocorrem também@nalabamensigsecdoAlabamensgse emC.
sacaquinha(secéolLasiogyng. Nas demais espécies estudadas ndo ocorrem &igcom
secretores, inclusive e@\ imbricatus

Colétereqcaracteres 4 e 5, Fig. 4): A presenca de coléfelieses foi o estado
reconstruido no nd da raiz e da espinha dorsab4iasrvores analisadas. Enlobata
estas estruturas distribuem-se por toda a supeftikar, estando presentes no peciolo,
na regido baselaminar/acropeciolar e nas margef@rdaa foliar. EmB. mamoninha
0S coléteres ocorrem apenas nas margens da laolinag tsendo este também o
posicionamento mais comum e@roton Porém entC. alabamensisos coléteres sao
restritos a regido baselaminar/acropeciolar. Emstatta demais espécies Geoton
estudadas ocorrem coléteres margin@isgnaphaliie C. muellerianussdo as unicas
excecdes. EnC. pallidulus além dos coléteres na margem da lamina foliarrecor
coléteres peciolares.

Nectarios extraflorais-NEF'¢carater 6, Fig. 4): As reconstrucdes sao equivocas
no no da raiz das 644 arvores analisadas, umaueeergA. lobatando ocorrem NEF’s
e em B. mamoninha verifica-se a presenca de um par de NEF's
baselaminares/acropeciolares, ndo sendo possifiairde estado de carater para o
acestral comum entr€roton, Brasiliocroton e Astraea O mesmo ocorre na raiz de
Croton Neste género, NEF's baselaminares/acropeciokst&® presentes nas secdes

Cuneatie Cleodora emC. burcheliie emC. imbricatus e em outros clados dgroton
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nao contemplados no presente estudo. A ségloprocrotoné caracterizada pela
auséncia de NEF's baselaminares/acropeciolareso sstd estado reconstruido no né
desta secdo para as 644 arvores analisadas. N&flséin ndo ocorrem er@.
alabamensie C. sacaquinha

Laticiferos (carater 7, Fig. 4): Os resultados sugerem ghstraea
Brasiliocroton e Croton evoluiram de um ancestral comum latescente, sep@o
laticiferos articulados ndo ramificados foi o estagmwonstruido como 0 mais
parcimonioso no no da raiz das 644 arvores, esjadse mantém nos nés da espinha
dorsal e no no da raiz demprocroton caracterizando essa secdo. No grupo externo, a
secdo Cleodora possui representantes com laticiferos articuladas na@nificados
(subsecaaSphaerogyni e articulados ramificados (subsec@prucean), sendo este
altimo um carater compartilhado comistraea lobata Dentre todas as espécies
estudadas, a Unica que nao possui laticifef@sadabamensis

Esclereidegcarater 8, Fig. 5)A auséncia de esclereides é o estado reconstruido
no n6 da raiz de todas as 644 arvores analisadtess estruturas ndo ocorrem no
mesofilo deA. lobatae deB. mamoninhaEste estado é também reconstruido no n6 da
raiz deCroton, porém no no da raiz deamprocrotona presenca de esclereides é o
estado reconstruido como o mais parcimonioso emda®3644 arvores analisadas,
havendo 61 arvores com reconstru¢cdes equivocasrefemca de esclereides no
mesofilo € marcante etramprocroton ndo ocorrendo apenas €@nmuellerianuse em
C. dichrous Com relacéo as demais espécie€d#on que compdem o grupo externo,
esclereides ocorrem no mesofilo @e cuneatusC. heterocalyxC. orinocensise C.
fragrans estando ausentes e@ alabamensisC. hemiargyreusC. imbricatus C.
sacaquinhae C. burchelii

Tricomas na face adaxidtarater 9, Fig. 5): A distribuicdo dos tricomasfalee
adaxial € bastante variavel €&noton, ainda assim, a presenca de tricomas lepidotos € o
estado reconstruido no n6 da raiz deste génerpardaa secdbamprocrotonndo é
possivel definir qual é o estado ancestral, ocdoerconstrucdes equivocas no né da
raiz deste clado nas 644 arvores analisadas. NaegadArgentini verifica-se a
presenca de tricomas estrelados nas espécies datud®orém na subsecdo
Lamprocrotoneste carater € muito variavel, sendo possivehidaim padrdo apenas
para o clado formado pdC. erythroxyloidese C. myrianthus espécies tipicamente
lepidotas. Tricomas lepidotos sdo reconstruidosdeste clado nas 278 arvores em

que ocorre. O no do clad€@ (dichrous(C. splendidugC. ceanthifoliugC. pallidulus
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C. pseudoadipatyy) ocorre em 99 das 644 arvores analisadas. Pe$gaomas
simples com raios suprimidos sdo reconstruidogmesem 66 arvores e em 33 arvores
ocorrem reconstrucdes equivocas. Estes tiposatertais ocorrem na face adaxial@le
pallidulus de C. pseudoadipatug deC. ceanothifolius Em C. splendidusocorrem
tricomas fasciculados e ef. dichrousa face adaxial € glabra. No né do cladb (
muellerianus(Croton sp. L519e Crotonsp. L458)) as reconstru¢cdes sdo equivocas na
644 arvores, uma vez que &@rotonsp. L519 ocorrem tricomas simples e simples com
raio suprimidoCrotonsp. L458 possui tricomas estrelados e@mmuellerianus face
adaxial é glabra. Nas espéciesGteton do grupo externo a distribuicdo dos tricomas
na face adaxial é bastante variavel, porém verfficaum predominio de ticomas
lepidotos, os quais ocorrem e@ alabamensisC. cuneatusC. hemiargyreusC.
imbricatuse C. burchelii Tricomas simples e estrelados ocorremrheterocalyxC.
orinocensise em C. fragrans Em C. sacaquinhaocorrem tricomas estrelados.
Reconstru¢des equivocas ocorrem no né da raiz daargdres analisadas, sendo que
em A. lobata ocorrem tricomas simples e simples com raios sugas e emB.
mamoninhaocorrem tricomas estrelados.

Tricomas na face abaxidtarater 10, Fig. 5): A presenca de tricomas ldp&lo
na face abaxial das folhas foi o estado reconstmi@dné da raiz d€roton, na espinha
dorsal e no né da raiz demprocrotonnas 644 arvores analisadas. A ocorréncia deste
tipo de tricoma na face abaxial das folhas é urateadiagnostico pafaamprocroton
sendo que a Unica espécie desta secao que nao geissipo de tricoma €. gnaphalii
(subsecacArgentin). Dentre as espécies do grupo externo, a presgacgicomas
lepidotos também é comum, ndo ocorrendo apena€.eheterocalyxcom tricomas
multirradiados, e enC. fragrans com tricomas estrelados. As reconstrucdes foram
equivocas no no da raiz da arvore, uma vezAquebatapossui tricomas simplesBe
mamoninhgossui tricomas estrelados.

Posicdo dos estbmatgsarater 11, Fig. 5Folhas anfiestomaticas correspondem
ao estado reconstruido no né da raiz das 644 &namalisadas, bem como no no da
raiz de Croton e se mantém na espinha dorsal da arvore. Poréemomia raiz de
Lamprocroton as reconstrucdes foram equivocas em todas asr@ddes analisadas,
uma vez que nesta secdo verifica-se um predomieioespécies com folhas
hipoestomaticas. A Unica excec¢ao se faz fargnaphalii(subsecadrgentini). Dentre
as espeécies do grupo externo, folhas hipoestorsatitabém ocorrem em espécies da

secadCleodorae emC. alabamensis
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Organizacao do mesofil@caracter 12, Fig. 5Mesofilo dorsiventral é o estado
ancestral enCroton e foi reconstruido no né da raiz das 644 arvonadisadas, bem
como no nd do género, em toda a espinha dorsalvdeede no né déamprocroton
Todas as espécies desta secdo possuem folhas cwfilaongorsiventral, sendo este o
carater predominante ed@roton Mesofilo isobilateral foi observado apenas €m
imbricatuse emC. burchelii Apesar deste estado ocorrer tambémBeasiliocroton
mamoninhaa otimizacdo mostra que o ancestral comum &weon Brasiliocrotone
Astraeaapresentava mesofilo dorsiventral.

Organizacdo do feixe vasculdcarater 13, Fig. 5)De maneira geral, ndo é
possivel verificar um padrdo de organizacdo doefeiascular dentre as espécies de
Croton A otimiza¢cdo mostra que o estado ancestraCeoton € a ocorréncia de feixes
vasculares colaterais, o qual foi reconstruido naadaiz do género nas 644 arvores
analisadas, bem como ao longo da espinha dorsaivdee e no n6 deamprocroton
Porém nesta secao, verifica-se um grande niumeespiecies com feixes vasculares
bicolaterais. No n6 da subsecBamprocrotoneste foi o estado reconstruido em 566
das 644 arvores analisadas. A maioria das espdess subsecdo possuem feixes
vasculares bicolaterais, com excecadCdesplendidusC. ceanothifoliuse Croton sp.
L519. No n6 da raiz da arvore as reconstru¢cfeggdivocas, uma vez que éstraea
lobata ocorrem feixes vasculares bicolaterais eBmasiliocroton mamoninh@correm

feixes vasculares colaterais.

DISCUSSAO

Analises Filogenéticas: molecular e combinadas (Eléncia Total)

As arvores resultantes das analises filogenétiaasratrizes A e B mostram que
a secaolLamprocroton € monofilética. Anatomicamentd,amprocroton pode ser
delimitada por espécies cujas folhas possuem tasosacretores na superficie abaxial,
laticiferos articulados ndo ramificados, mesofilorsiventral, idioblastos secretores
comumente presentes e voltados estritamente gace adaxial e auséncia de nectarios
(n&o ocorre um par de nectarios baselaminares/aolares e ndo ocorrem nectarios
na lamina foliar). E importante ressaltar que estgacteres nio sdo restritos a secio
Lamprocroton sendo também observados &n sacaquinha(secdolasiogyng, e
possivelmente em outras linhagens G®ton ndo contempladas no presente estudo.
Porém, o conjunto destes caracteres anatdmicogibzontom a delimitacdo de

Lamprocroton
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Dois clados bem suportados emergem dentro da $egaprocroton os quais
correspondem a subsed&mprocrotone a subsecaargentini delimitadas por Van Ee
& Berry (2011). Estes autores destacam a raméizagos estiletes como a Unica
caracteristica morfolégica consistente para sepessas subsecdes. Anatomicamente
também néo é possivel destacar um grupo de caaaapaz de distinguir a subsecéo
Lamprocrotone a subsecaargentini A presenca de caracteres de morfologia externa e
interna bem conservados nas subsecOes ameprocroton explica a sua topologia
politdmica nas arvores do presente trabalho e deBé& Berry (2011), o que parece
ser resultado de uma evolucdo correspondente surie espécies e reflete um grande
namero de caracteres homodlogos. A seg¢&omprocroton relne representantes
exclusivamente Sul americanos e possivelmente raaire pressbes seletivas
equivalentes ao longo de sua historia evolutivacomo resultado observa-se uma
semelhanca morfoldgica, estrutural e molecular rerseentes desse processo.

Croton pygmaeu® C. gnaphaliiemergem como espécies irmas formando o
clado 1, com alto suporte nas arvores resultantesutiises filogenéticas das matrizes
A (100%BS) e B (99%BS), o qual corresponde a su#as&ggentini (Van Ee & Berry
2011). A presenca de idioblastos secretores e eiaséa coléteres ei@. gnaphaliia
distingue anatomicamente G@e pygmaeusgue possui coléteres nos primaordios foliares
e nao apresenta idioblastos secretores. Na det@oitda secabamprocrotonsensu
Van Ee & Berry (2011)C. pygmaeusesta circunscrita na subsecBamprocroton
porém esta espécie ndo foi contemplada nas anélsgsnéticas realizadas por esses
autores. A subsecd@bamprocroton é definida por espécies que possuem estiletes
bifidos, apresentando 6 topos estigmaticos e aegéibArgentini € definida por
espécies que possuem os estiletes duas ou mass hiides, apresentando 12 ou mais
superficies estigmaticas. BEth pygmaeusa ramificacdo do estigma ocorre desde a sua
porcdo basal, sendo observadas 6 superficies @sibgi Esta organizacdo do estigma
de C. pygmaeuslifere da observada nas espécies da subs@giprocroton nas quais
0 estigma é bifido e também mostram 6 superfigggreaticas, porém possui 3 ramos
basais e cada um deles se ramifica em sua porg¢éal. dpesta forma, é sugerido no
presente trabalho uma modificacdo na definicAatlaesaddrgentini(Van Ee & Berry

2011) para que a mesma possa englGbaygmaeus
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Chave de identificacio para as subseco&rdmn secad_amprocroton

1. Estiletes bifidos (ramificagéo apical) com 6estipies estigmaticas ......... subsetamprocroton
1'. Estiletes ramificados desde a base com 6 siggsfestigmaticas, bifidos ou multifidos com 12

0OU Malis SUPErficies EStIGMALICAS. .. ... ... mmmmmmmeeees cevrrrrirerreeeeeesseriirrreneeereeaans subsecaargentini

Observando a distribuicdo geografica @e pygmaeuso seu posicionamento
junto as demais espécies da subsdg@entinindo € surpreendente, uma vez que esta
espécie é endémica do Rio Grande do Sul (BradiBtabui-se continuamente as outras
espécies desta subsecao.

O clado 2 dd_amprocrotoncorresponde a subsecBamprocroton(Van Ee &
Berry 2011) e as arvores geradas pelas matrize8Anestram, ainda que com baixo
suporte, um clado formado pd&. muellerianuse Croton sp. L519 e L458 que
posiciona-se a parte das demais espé€lesnuellerianusndo possui esclereides no
mesofilo e é a Unica espécie da subsdc@mprocrotonque n&do possui coléteres,
estrutura que tem se mostrado como um carater mareanCroton (Vitarelli 2013,
Cap. Illl e Cap. II).Croton sp. L519 e L458, inicialmente identificadas cor@o
ceanothifoliuse C. pseudoadipatygespectivamente, mostram uma incompatibilidade
no sequenciamento destes vouchers com o das esfegmpécies nos resultados da
filogenia. Acredita-se qu€roton sp. L519 e L458 sejam a mesma espécie e podem
corresponder a um novo taxon da subsdgimprocroton porém novos estudos se
fazem necessarios para que seja possivel confastahipotese.

Croton ceanothifolius C. dichrous C. erythroxyloides C. myrianthus C.
pallidulus C. pseudoadipatus C. splendidugormam um segundo subclado dentro da
subsecad_amprocrotoncom uma grande politomia entre essas espéciesvoae
gerada pela matriz A. Este resultado mostra quddssmarcadores moleculares (ITS e
TrnL-TrnF) ndo sado suficientes para esclarecer as relagiies essas espécies da
subsecad.amprocroton Em trabalhos futuros, o sequenciamento de oudgiSes do
DNA deve ser adicionado a essas andlises parariiearea possibilidade de resolver
esta politomia. Sugere-se, para essas espécies ulosecdo Lamprocroton o
sequenciamento da regidao trnH-psbA do DNA pladtidializada por Caruzeet al
(2011), a qual tém se mostrado bastante informal&védo a elevada variabilidade de
sequéncias (Krest al 2005; Lahayet al 2008).
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Ao serem incorporados os caracteres anatomicosiZnit verifica-se uma
resolucdo dos ramos na subsetamprocroton ainda que com baixo suporte, sendo
possivel esclarecer ou indicar possiveis interdelaglessas espécies.

A auséncia de esclereides nas folhas @e dichrous justifica o seu
posicionamento em um ramo extern@.gerythroxyloidesC. myrianthusC. pallidulus
C. splendidusC. pseudoadipatus C. ceanothifolius As demais espécies sdo muito
semelhantes entre si, 0 que justifica a politoristiada na arvore consenso resultante
da matriz A e o baixo suporte na resolucdo dos samaomelhor arvore resultante da
matriz B, na qual verifica-se a topologiaC((pallidulus, C. pseudoadipafjug(C.
ceanothifolius, C. splendidugC. erythroxyloides, C. miryanthps Porém, alguns
caracteres anatdbmicos mostram-se diagndsticos deieminadas espécies, como a
presenca de coléteres peciolares@npalliduluse a auséncia de idioblastos secretores
em C. splendidus As demais espécies sdo estruturalmente muitoirpa®x sendo
possivel distingui-las apenas pela organizacéo felees vasculares e pelo tipo de
tricoma na face adaxial das folhas. Ainda as€ingrythroxyloide® C. myrianthussao
muito semelhantes, ambas possuem feixes vasclil@a@aterais e tricomas lepidotos
em ambas as faces. Estas duas espécies sao abtratie distintas apenas pelo
formato das esclereides, que sdo mais curtasCemmyrianthuse pelo grau de
desenvolvimento dos idioblastos secretores, quecsaspicuos enC. myrianthuse
muito reduzidos ent. erythroxyloidesmostrando-se, nesta espécie, como uma célula
gue compde a epiderme da face adaxial e que segdistdas demais pelo seu contetudo
lipidico.

A topologia das arvores resultantes das matrize8 &, C mostram que€.
imbricatusemerge em um ramo fora damprocroton Esta espécie € circunscrita na
secaoLamprocroton(Lima & Pirani 2008) subsecdmamprocroton(Van Ee & Berry
2011), porém o presente trabalho é o primeiro arfazseqienciamento de parte do
DNA de C. imbricatuse utilizar estes dados moleculares em uma arfdbgenética e
evidencia a necessidade de recircunscricacCdeémbricatusem outra secéo. Estes
resultados confirmam a hipotese de Vitarelli (20CHp. 1) de exclusdo d€.
imbricatus de Lamprocroton uma vez que esta espécie possui um par de NEF's
baselaminares/acropeciolares, idioblastos volumasdgdos para ambas as faces,
mesofilo isobilateral e auséncia de tricomas semsf mostrando-se como uma espécie

estruturalmente muito distinta das demais espéekamprocroton
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SeC. imbricatusnédo pertence a secBamprocroton em qual secéo esta espécie
deveria ser recircunscrita? A topologia da arvaresenso resultante da matriz C mostra
trés possiveis posicionamentos p@raimbricatus 1. Esta espécie estaria dentro da
secaoGeiseleria juntamente conmC. polyandrus A presenca de um par de NEF's
sésseis baselaminares/acropeciolares e de indwnlepidotos séo caracteristicas em
comum entreC. imbricatuse espécies d&eiseleria(Riina et al 2010; Van Eeet al
2011). 2.Croton imbricatuspoderia pertencer a secontia, uma vez que as espécies
circunscritas nesta secdo também apresentam fotimasmargem inteira, um par de
glandulas baselaminares/acropeciolares, indumenépsdotos, além de serem
amplamente distribuidas na Ameérica do Sul (Weld€18B; Riinaet al2010; Van Eest
al 2011). Esta espécie deveria ser acrescida ao gieipantia que possui folhas néo
lobadas e sem glandulas na superficie da laminar f@Riina et al 2010). 3. Os
caracteres destacados acima como semelhantes @ntimbricatus e as secbes
Geiseleriae Luntia sdo simplesiomorfias e ndo indicam necessarianuenéerelacéo de
parentesco entre esses clados, desta forma, ndessarta a possibilidade de d0e
imbricatus constitua uma secdo monoespecifica dentro do nsoivele espécies
conhecidas ertroton

Os dados moleculares utilizados e a amostragemndaxca limitada no
presente trabalho ndo permitem elucidar de formiaithea a posicao de. imbricatus
dentro do géner@€roton Nao obstante, os resultados obtidos indicam rmlanée que
esta espécie nao pertence a sdgimprocroton como sugerido por Vitarelli (2013,
Cap. II).

O presente estudo indica um provavel posicionamaa imbricatusproximo
a C. polyandruse as secdekuntia e Geiseleria Van Eeet al (2011) ressaltam a
importancia de estudos que investiguem melhorcastricdo das espécies nestas duas
secles. Estudos complementares se fazem necegs@ndgogue qualquer uma das trés
hipoteses acima seja comprovada ou refutada echaviaar as reais interrelacées@e

imbricatuse demais espécies Geoton.

Reconstrugéao do Estado Ancestral
Idioblastos secretores / Tricomas secretoreklioblastos posicionados

abaxialmente no mesofilo e tricomas secretorescm dbaxial das folhas sdo estruturas
homélogas enCrotone as reconstrucdes destes caracteres mostranstgeeestruturas

sdo mutuamente excludentes. Estes resultados tafobg&m evidenciados por Vitarelli
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(2013, Cap. Il e lll).Astraea Brasiliocroton e Croton evoluiram de um ancestral
comum que ndo possuia tricomas secretores nas foitzes que apresentava idioblastos
secretores no mesofilo. Estes sdo estados ansestmraiCroton e a maioria das
linhagens deste género parecem ter mantido estadardsticas ao longo de sua historia
evolutiva, sendo que a presenca de tricomas segsetmostra-se como uma
sinapomorfia compartilhada por poucas linhagensgéoero, como observado em
Lamprocroton C. sacaquinha C. alabamensis

Vitarelli (2013, Cap. Il e Ill) demonstrou que mfickcdes na estrutura e no
posicionamento dos idioblastos secretores voltpdos a face abaxial sdo precursores
dos tricomas secretores presentes nesta face #l@arorréncia de tricomas secretores
nas folhas deC. alabamensis¢ um indicio de que estas modificacdes estruturais
ocorreram ainda muito precocemente na histériauéival de Croton uma vez que a
secaoAlabamenses um clado basal do género (Van EBeal 2011) e queC.
alabamensisconstitui uma das linhagens mais antigas dentrgé&hero (Van Eet al
2006). E possivel concluir o mesmo para a ausédeiaidioblastos secretores,
caracteristica incomum ei@roton, verificada emC. alabamensisC. splendidusC.
pygmaeusCroton sp. L519 eCroton sp. L458. Verifica-se que em algumas linhagens
de Croton parece ter ocorrido uma tendéncia de um menosimento na estruturacao
dos idioblastos secretores até a sua completa @aséha secadk.amprocrotonsao
visivelmente reduzidos, podendo ocorrer em algumsisécies como ceélulas que
compdem a epiderme e que sdo reconhecidas apdaaepecido em seu protoplasto.

Croton imbricatudoi previamente circunscrita na se¢gamprocroton(Lima &
Pirani 2008; Van Ee & Berry 2011), porém os resldtado presente trabalho mostram
que esta espécie emerge em um ramo fora desta segaiesenca de idioblastos
secretores voltados para ambas as faces e audénitieomas secretores nesta espécie
sao alguns dos caracteres que justificam o segipnamento fora deamprocrotone
reforcam os resultados da filogenia molecular.

Coléteres Astraea Brasiliocroton e Croton evoluiram de um ancestral comum
que possuia coléteres foliares. Este é um carasiopiorfico compartilhado por esses
trés géneros. Coléteres sdo amplamente distribuidedolhas dé\. lobatg estando
presentes no peciolo, na regido baselaminar/adod@mee na margem da lamina. Nas
folhas deBrasiliocroton e emCroton, 0s coléteres sdo caracteristicamente marginais.
Durante a evolucéo destes dois géneros houve umrnmmestimento na producao dos

coléteres, fato que provavelmente ocorreu concobeit@aente ao surgimento dos
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NEF’'s. Em sua condicdo atual, as espécies destesagemostram tipicamente folhas
com coléteres marginais e NEF's baselaminares/acioares. A substituicdo de
estruturas secretoras simples por outras mais exaplndo € um processo incomum
nas plantas e esta relacionado a evolucao quirogaatjetais (Cronquist 1988; Lersten
1975). Os resultados do presente trabalho ndo amostma homologia entre coléteres e
NEF's, porém apontam para uma relacdo entre ariaisgvolutiva dessas duas
estruturas secretoras énoton Estudos que considerem um maior numero de espécie
e de secbes do género se fazem necessarios pasajgumssivel confirmar ou refutar
uma hipétese de homologia entre coléteres e NEF's.

A presenca de coléteres baselaminares/acropeciotaneC. alabamensidoi
também relatada por Vitarelli (2013, Cap. 1) eerefn-se as estruturas definidas, nesta
espécie, como glandulas rudimentares da base daaldatiar (Van Eeet al 2006). Os
coléteres baselaminares/acropeciolareCeralabamensi® 0s coléteres peciolares em
C. pallidulusmostram-se como um carater relictual que refleta nondicdo ancestral.
Por outro lado, a auséncia de coléteresGngnaphaliie emC. muellerianusé uma
apomorfia verificada dentro dexmprocroton

Nectarios extraflorais - NEF's A presenca de um par de NEF's
baselaminares/acropeciolares é comumGCroton (Freitas & Paoli 1999; Freitast al
2001; Riinaet al 2007; Medeiro®t al 2008; Riinaet al 2009; Riinaet al 2010; Caruzo
et al2011; Vitarelli 2013, Cap. Il e 1ll), sendo estaaisimplesiomorfia compartilhada
entre muitas espécies @eoton Brasiliocroton mamoninh& uma segunda especie de
Brasiliocroton ainda ndo descrita (Riingt al In prep.). Ja enAstraea lobatae em
Croton alabamensisNEF's sdo ausentes e ocorrem coléteres nesta aposic
baselaminar/acropeciolar. A seciamprocroton & caracterizada pela auséncia de
NEF'’s, o que também é verificado €nsacaquinhgdsecao.asiogyng. Nestes grupos
verifica-se uma reducdo no investimento em prodegiruturas secretoras, nao sendo
observados coléteres ou NEF’s baselaminares/adotares. E possivel que as espécies
que compreenderhamprocrotone Lasiogynetenham perdido os NEF’'s ao longo da
historia evolutiva. Por outro lado, estas espégedem ter evoluido a partir de
linhagens deCroton que nunca chegaram a desenvolver NEF's. Duas lemsag
distintas parecem ter evoluido a partir do anclestraum entreCroton, Brasiliocroton
e Astraea a primeira com coléteres baselaminares/acromgem®| (representada
atualmente porAstraea lobatae Croton alabamensjse a segunda com NEF's

baselaminares/acropeciolares (representada, nenpeesabalho, pela secdéaneatie
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Cleodora e por C. burchelii e C. imbricatug. As espécies déamprocrotone C.
sacaquinhgsecaoLasiogyng podem ter seriginado da primeira linhagem, havendo a
perda dos coléteres baselaminares/acropeciolarstesngrupos. Os resultados do
presente trabalho mostram qu€. imbricatus previamente circunscrita em
Lamprocroton(Lima & Pirani 2008; Van Ee & Berry 2011), emefgea desta secdo. A
presenca de um par de NEF's baselaminares/acropessiahesta espécie reforca esta
topologia e demonstra qu€. imbricatus evoluiu de uma linhagem distinta de
Lamprocroton E importante ressaltar que na descricdo morfodogdie C.imbricatus
Lima & Pirani (2008) ndo mencionam a presenca depamde glandulas na base da
lamina foliar. E possivel que o tamanho reduzide fd¢has, a densidade de tricomas
lepidotos em ambas as faces foliares juntamente oorfato de seus NEF's
baselaminares/acropeciolares serem sésseis tenlemvanado a observacdo destas
estruturas.

Laticiferos: A subfamilia Crotonoideae € caracteristicamentestante, sendo
registrados laticiferos ndos articulados na maidas representantes desta subfamilia
(incluindo espécies d€roton e Astraeg, enquanto que os laticiferos articulados séo
relatados em poucos géneros, comoManihot e Hevea(Rudall 1994; Wiedenhoedit
al. 2009), néo tendo sido ainda identificado quaktetesipos corresponde ao estado
plesiomérfico para o grupo. Apesar de laticiferos adiculados terem sido observados
em 12 espécies deroton (Rudall 1994), em espécies @eoton da secadCyclostigma
(Wiedenhoeftet al 2009)e emCroton dracovar. draco (Fariaset al 2009), laticiferos
articulados ocorrem em todas as espécies estudagassente trabalho e os resultados
apresentados indicam que o ancestral comum €rto®n Brasiliocroton e Astraea
possuia laticiferos articulados nédo ramificadosratea que se manteve em
Brasiliocrotone na maioria das espécies@®ton estudadas. Os laticiferos articulados
ramificados parecem ter evoluido dos ndo ramifisadoja evolucdo se deu muito
precocemente, uma vez que este é um carater cdimpdotentre espécies @roton
(secadCleodorg e Astraea lobata

Laticiferos ndo ocorrem enC. alabamensis o0 que possivelmente néo
corresponde a uma apomorfia, uma vez que Vitaf2lll3, Cap. ll)observou nesta
espécie células parenquimatosas com conteldo dmdsimas ao floema, regido
coincidente com a de ocorréncia dos laticiferosiseute que estas células podem
representar uma condicdo ancestral de estrutucast@@s latescentes, uma vez que

células parenquimaticas sdo sugeridas como preasrsios laticiferos (Scott 1886,
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apud Rudall 1994). Laticiferos sdo aparentemente aesestn algumas espécies de
Croton (McPherson & Tirel 1987; Rudall 1994), o que paressy um carater
taxonomicamente relevante dentro do género e, seidaj de grande importancia nas
interpretacdes filogenéticas. A auséncia de latioff pode representar uma condicéo
ancestral, como parece ser o cas@dalabamensisou pode estar relacionada com a
presenca de esclereides, corroborando a hipétedeomdelogia entre laticiferos e
esclereides (Rudall 1994). Os resultados do pregettalno ndo sédo suficientes para
corroborar ou refutar tal hipétese, pois a ocolggraoncomitante de laticiferos e
esclereides é comum nas folhas das espécies esudadeorréncia concomitante de
laticiferos e esclereides é também relatada naacdscCroton draco ndo sendo
observado por esses autores nenhuma similaridaddelégica ou fisicoquimica entre
essas duas estruturas (Fagtal 2009).

Esclereides: Croton Brasiliocroton e Astraea evoluiram de um ancestral
comum que nao possuia esclereides. Esclereidesesofilm surgiram em distintas
linhagens dentro d€roton e pode ser considerada como uma sinapormorfige nest
género. Entretanto, este € um carater homoplasieoogorre em clados que néo
apresentam necessariamente uma relacdo de prosenidamoCuneatj Cleodorae
Lamprocroton A presenca de esclereides no mesofilo pode seitarte de uma
convergéncia adaptativa em resposta ao estresseohigma vez que er@roton estas
estruturas estdo relacionadas com a capacidadbésdecao da umidade atmosférica
(Vitarelli, cap. tricomas-esclereides). As escliesiestdo diretamente conectadas com
os tricomas da face adaxial das folhas e formam estratura complexa que funciona
como uma via alternativa de entrada e distribu@agua nas folhas (Vitarelli 2013
Cap. ). O que é particularmente interessante Lemmprocrotonque possui ampla
distribuicdo nos complexos rupestres de altitudgtjificando a presenca de esclereides
em quase todos os seus representantesC Emuellerianuse emC. dichrous(se¢ao
Lamprocroton esta complexa estrutura ndo ocorre, uma vez gtas @spécies sao
glabras na face adaxial das folhas. Esclereidescgar ter sido perdidas nestas duas
espécies, uma vez que a presenca destas estratunstgui o estado ancestral para
Lamprocroton Este é um forte indicio de que esclereides api@®euma coevolucao
com os tricomas da face adaxial das folhasCeoton Entretanto, a hipotese contraria
ndo é verdadeira, pois em muitas espécieSrdton observa-se a presenca de tricomas

na face adaxial e auséncia de esclereides no hoesofi
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Os resultados do presente trabalho, bem como wgatelli (2013, Cap lll) ndo
sdo suficientes para corroborar a hipétese de R\(#i8D4) de que laticiferos e
esclereides correspondem a estruturas homoélogaSretan, uma vez que todas as
espécies estudadas possuem laticiferos e em mutdas estes ocorrem
concomitantemente com as esclereides nas folhasic& espécie néo latescent€.e
alabamensisporém nesta espécie as esclereides também Aagessentes.

Tricomas na superficie folialOs resultados do presente trabalho corroboram a
hipétese de quBrasiliocroton e Croton tenham evoluido de um ancestral comum que
possuia tricomas estrelados, como discutido poar&lit (2013, Cap lll) e que os
tricomas lepidotos tenham se originado da modifioagos tricomas estrelados a partir
de um grau de unido cada vez maior dos raios iat&@mo sugerido por Webstetr al
(1996). Os resultados do presente trabalho mosfuamn se esta hipétese € verdadeira,
os tricomas lepidotos surgiram precocemente narfasevolutiva deCroton estando
presentes em clados basais como oCdealabamensise evoluiram em distintas
linhagens, constituindo-se num carater homoplascgénero. A secaloamprocroton
é tipicamente lepidota (Muller 1873; Pax & Hoffma®31; Pax 1890; Webster 1993;
Lima & Pirani 2008; Van ee & Berry 2011), sendoacaeristico este tipo de tricoma na
face abaxial das folhas de suas espécies. Os agoia face adaxial apresentam uma
distribuicdo mais variavel no género, bem como kamprocroton e sdo de
fundamental importancia na taxonomia desta secéa vemque as espécies deste clado
sao estruturalmente semelhantes e a analise dodépwmicoma presente auxilia na
identificacdo das mesmas. Os tricomas@mmiton mostram, ainda, grande importancia
ecoldgica por estarem associados a absorcado dadenedmosférica, sendo que aqueles
da face adaxial comumente estdo associados coareddels do mesofilo e formam uma
estrutura complexa e especializada nesta funcdar@fi 2013, Cap 1).

Posicdo dos estdmato®s resultados do presente trabalho estdo de acormo
os de Vitarelli (2013, Cap Ill) e mostram g@roton Brasiliocroton e Astraea
evoluiram de um ancestral comum cujas folhas enafileséomaticas. Carater que se
mantém em muitas linhagens @eoton porém folhas hipoestomaticas aparecem como
uma sinapomorfia entreamprocroton Cleodorae C. alabamensisA evolucédo deste
estado de carater parece ter ocorrido precocenmentgénero e possivelmente esta
associada a colonizacdo de ambientes de vegetagi@aberta, nos quais a incidéncia
direta da radiacdo solar eleva a taxa de trangarag que justifica 0 posicionamento

dos estdbmatos restritos a face abaxial. Desta fasmastomatos ficam mais protegidos
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e consequentemente verifica-se uma menor taxadgpiracao (Dickson 2000; Larcher
2000).

Tipo de mesofiloA organizacdo dorsiventral do mesofilo € predomi@asem
Crotone a relevancia taxonémica deste carater, no géestd relacionada com clados
em que este tipo de organizacdo nado ocorre. Destaaf a presenca de um mesofilo
isobilateral nas folhas d€. imbricatusé um carater adicional que justifica a néo
circunscricdo desta espécie &amprocroton corroborando a topologia resultante da
filogenia molecular.

Organizacao do feixe vascula@s resultados do presente trabalho mostram que
os tipos de feixes vasculares possuem uma distabucomplexa entCroton e
concordam com Vitarelli (2013, Cap Ill) que afrmague este carater € muito
homoplasico e de pouca relevancia filogenética pagénero. E possivel que, em um
universo amostral mais abrangente, que considerenaior nimero de espécies e de
secOes analisadas, este carater possa revelar-setaoomomica e filogeneticamente

importante par&roton

CONCLUSOES

Os caracteres anatdmicos tém se mostrado como tempes ferramentas no
subsidio das analises filogenéticas @moton e, embora no presente trabalho néo
tenham sido suficientes para resolver a politomiddesciada na subsecéo
Lamprocrotonpela filogenia molecular, estes caracteres foraportantes para indicar
as possiveis interrelacdes entre as espécies am salicionados a matriz de dados
moleculares.

A secaoLamprocrotoné caracterizadpela presenca de tricomas secretores na
superficie abaxial (carater incomum no gén@mton), laticiferos articulados nao
ramificados, mesofilo dorsiventral, idioblastos re¢mres (pouco conspicuos)
comumente presentes e voltados estritamente pafi@ea adaxial e auséncia de
nectarios. O presente trabalho confirma a monoflhasecadd.amprocroton com a
remocdo deC. imbricatus e corrobora a presenca de suas duas subsecoes
(Lamprocrotone Argentin), porém com algumas modificacbeSroton pygmaeus
emerge na subsec&ugentini juntamente conC. gnaphaliie esta subsecdo passa a
englobar espécies com estiletes ndo ramificadéidobiou multifidos, com 6, 12 ou

mais superficies estigmaticas.
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Os resultados indicam uma subdivisdo da subségéaprocrotonem dois
clados, um deles co@. muellerianuse Croton sp. L458 e L519 e outro cofdroton
ceanothifolius C. dichrous C. erythroxyloides C. myrianthus C. pallidulus C.
pseudoadipatus C. splendiduscujas interrelacées devem ser esclarecidas.

Croton imbricatusndo faz parte da seci@mprocrotone novos estudos sao
necessarios para elucidar o real posicionamentia @spécie dentro do género. Para
tanto, sugere-se um estudo anatdmico que considereprincipais caracteres
diagndsticos deC. polyandruse demais espécies possivelmente proxima€. a
imbricatus (secdoGeiseleriae secad.untia), os quais devem ser comparados com

aqueles d€. imbricatuspublicados no presente trabalho.

115



C. dichrous

C. erythroxyloides

C. myrianthus

78/0,9

C. pallidulus

C. splendidus

Lamprocroton

C. pseudoadipatus Lamprocroton

66/-
C. ceanothifolius

Croton sp.L519

~
o

100/1 3/ Croton sp.L458

C. muellerianus

Argentini

71/- C. gnaphalii

100/1

C. pygmaeus

C. burchellii | Pedicellati
-10,9

C. sacaquinha | Lasiogyne

C. imbricatus | ?

C. hemiargyreus
98/1

C. heterocalyx

64/0,8 Cleodora

C. orinocensis

93/1

C. fragrans

C. cuneatus

100/1

Cuneati

= ©
(=] [
e =
—

C. yavitensis

C. alabamensis | Alabamenses

B. mamoninha

A. lobata

2.0

Figura 1. Arvore consenso gerada a partir da analise comaidas dados moleculares (ITS e trnL-F)
(Matriz A) em Maxima Parcimdnia. Os nimeros em cadlaao referentes aos valores de porcentagem
de bootstrap seguidos dos valores de posterioapiidade que foram plotados na arvore consenso.
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Figura 2. Melhor arvore escolhida a partir da analise coriégndos dados moleculares e anatémicos (Matriz
B) em Maxima Parcimbnia. Os nimeros em cada noefécentes aos valores de porcentagem de bootstrap
seguidos dos de posterior probabilidade que f@latados na arvore consenso.

1. Seccao transversal do peciolo de C. alabamensigida em resina e corado com azul de toluidina,
evidenciando os coléteres baselaminares/acropezsola Par de NEF's acropeciolares/baselaminares em C.
imbricatus, diafanizacdc3. Seccdo transversal do peciolo de C. pallidulugleeciando a presenca de
coléteres4 a 7.Seccao transversal de folhas incluidas em resioaradas com azul de toluidina; barra:
100um.4. Auséncia de tricomas secretores, idioblastos sgesetvolumosos voltados para ambas as faces
foliares, mesofilo isobilateral em C. imbricats.C. burchellii. 6. C. sacaquinh@. C. dichrous, esclereides
ausentesB. C. splendidus, idioblastos secretores ausefit€s. myrianthusAsterisco. Idioblastos secretores.
Cl. ColéteresNC. NectariosPP. Parénquima pali¢cadicds. Tricoma Secretor.
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Figura 3. Arvore consenso gerada a partir da anélise comidas dados moleculares (ITS e trnL-F) em
Méaxima Parcimdnia considerando uma amostragem ahasngente (Matriz C) . Os niUmeros em cada né
séo referentes aos valores de porcentagem de fiapogste foram plotados na arvore consenso.
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Figura 4. Reconstruggo do estado ancestral para (1) Idioblastos secretores (2) Idioblastos secretores em
transicao para tricomas secretores (3) Tricomas secretores na face abaxial (4)Coléteres nos primérdios foliares
(5) Coléteres em folhas completamente expandidas (6) Par de Nectarios extraflorais (NEF’s) na regido
baselaminar/acropeciolar (7) Presenca e tipo de laticiferos. Aotimizagéo para cada carater foi estimado através
do estado ancestral mais parcimonioso nas 644 melhores arvores selecionadas na analise de Maxima
Parcimbnia a partir da combinagao dos dados moleculares. Em cada no esta representada a proporgéo de
arvores em que as otimizagdes indicadas ocorreram. ¢ coléteres na margem da lamina foliar completamente
expandida. % coléteres na regido baselaminar/acropeciolar. € Coléteres peciolares. ® Nectarios na margem
da lamina foliar. @ NEF’s com pedunculo curto ou séssil e superficie secretora convexa. ®m  NEF’'s com
pedunculo longo e superficie secretora concava.
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Figura 5. Reconstrucdo do estado ancestral para (8) Emltdsraio mesofilo (9) Tricomas na face
adaxial (ADA) da folha (10) Tricomas na face abbi#DA) da folha (11) Posicdo dos estdmatos (12)
Organizacdo do mesofilo (13) Organizacao do feasular. A otimizacéo para cada carater foi estimad
através do estado ancestral mais parcimonioso f#ésntelhores arvores selecionadas na analise de
Maxima Parciménia a partir da combinacdo dos dadoleculares. Em cada no esta representada a

proporgdo de arvores em que as otimizagGes indicactareram.
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APENDICE |: Nimero de acesso no GenBank dos taxateslados (ITS, trnL-F).
Novas sequéncias ainda ndo publicadas no GenBank:Missing data: -

Astrea lobata(L.) Klotzsch EU586945.1, HM044768.Brailiocroton mamoninha
Berry & Cordeiro EU586944.1, EU586998Q/ alabamensi€. A. Smith ex Chapman
DQ227515.1, DQ227547.1Croton andinus Mull. Arg. FJ614761.1, FJ614801%.
argenteusL. AY971181, AY971272/C. argentinus Mull. Arg. EU497729; — /C.
astroitesDryand. EU586901; EU58695%. burchellii Mdll. Arg. HM071947.1, - [C.
cascarilloides Raeusch. AY971191, AY9712B2Croton ceanothifolius Baill.
HMO071950.1, - /C. cordiifolius Baill EU586917; EU586971C. cuneatusKlotzsch
EU497735.1, AY794698.1/C. cupreatus Croizat EU586919, EUS586974/[C.
catamarcensis Ahumada HMO071949; HMO071969Croton dichrous Mull. Arg.
HMO071952.1, - /Croton erythroxyloidesBaill. # , # / C. fragrans Kunth.
HMO044791.1, HM044772.1C. glandulosusL. EU478066; EU497713C. gnaphalii
Baill. EU586940.1, EU586994.1C. goudotii Baill EU586946; EU587000/C.
hemiargyreus Mull. Arg. HMO044793.1, HMO044774.1/C. heterocalyx Baill.
HMO044794.1, HM044775.1C. hircinus Vent. EU477889; EU478121. hirtus L'Her.
EU478071; EU497715Croton imbricatusL.R. Lima & Pirani# , # /C. laureltyanus
Ahumada HMO071953; HMO071970. megalodendron Mull. Arg. EU586942,
EU586996/C. micansSw EU586902, EU58695&Troton muellerianusL.R. Lima# , #
/ Croton myrianthus Mull. Arg. # , # / C. orinocensisMull. Arg. HM044799.1,
HMO044779.1/C. palanostigmaKlotzsch EU586943, EU58699T. pallidulus Baill.
EU586939.1, EU586993.1. pedicellatuKunth FJ614766; FJ614804/. polyandrus
Spreng HM564093; —Croton pseudoadipatu€roizat# , # / C. pycnocephalugaill
FJ614708; FJ614776Lroton Pygmaeud.. R. Lima# , # /C. sacaquinhaCroizat
HMO044802.1, HMO044782.1/C. sellowii Baill. HM564095; HM564230/ Croton
splendidusMart. # , #/ C. tenuilobusS. Watson FJ614764; FJ6148@3/ yavitensis
EU586918.1, EU586973.10. zambesicudlill. Arg. AY971260; AY971341Croton
sp. L458# , # [Crotonsp. L519# , # .

127



APENDICE |l — Caracteres e estados de carater utifiados na construcéio da matriz de dados anatdmicos

Carécter Estado de caracter
1. Posicdo dos idioblastos secretores (0) Ocorrem voltados tanto para a face abaxial pupara a face adaxial da folha; (1) Ocorrem voisasbmente para a
face adaxial (ADA) das folhas; (2) Ocorrem voltadomente para a face abaxial (ABA) das folhasA(Bentes.
2. Estado transitorio entre idioblastos (0) Ausente; (1) Presente.

secretores e tricomas secretores
3. Tricomas secretores na face abaxial (0) Ausente; (1) Presente.
(ABA) das folhas

4. Coléteres nos primardios foliares (0) Ausente; (1) Presente.

5. Coléteres em folhas completamente (0) Ausente; (1) Presente.

expandidas

6. Par de NEF's (0) Ausente; (1) Presente; (2) Ocorréncia de maisrd par de NEF's baselaminares/acropeciolares.

baselaminares/acropeciolares

7.1. Laticiferos (0) Ausente; (1) Presente.

7.2. Tipo de laticifero (0) Articulado n&o ramificado; (1) Articulado raicgdo.

8. Esclereides no mesofilo (0) Ausente; (1) Presente.

9. Tipo de tricomas face adaxial (ADA) (0) Lepidoto; (1) Estrelado; (2) Simples ou simptes raios laterais suprimidos; (3) Estreladosrpkls presentes

das folhas sem que exista a predominancia de um sobre odr&asciculado. *Esta classificacdo segue a terogimde
Websteret al 1996).

10. Tipo de tricomas na face abaxial (0) Lepidoto; (1) Multiradiado; (2) Estrelado; (Simples. *Esta classificagdo segue a terminologisM@bsteet al

(ABA) das folhas 1996).

11. Classificacéo da folha com relagdo a (0) Hipoestomética; (1) Anfiestoméatica.

posicéo dos estdmatos

12. Organizacao do mesofilo (0) Dorsiventral; (1) Isobilateral.

13. Organizacao do Feixe Vascular na (0) Colateral; (1) Bicolateral.

regido apical do peciolo

14. Coléteres ao longo da margem das  (0) Ausente; (1) Presente. *Carater, quando presegpresentado por um losangulo azul na figura 1.
folhas completamente expandidas

15. Coléteres na regido (0) Ausente; (1) Presente. *Carater, quando presegpresentado por uma estrela na figura 1.
baselaminar/acropeciolar
16. Coléteres no peciolo (0) Ausente; (1) Presente. *Carater, quando presegpresentado por um sol na figura 1.

17. NEF's ao longo da margem das folhas (0) Ausente; (1) Presente. *Carater, quando presegpresentado por um circulo azul na figura 1.

18. Comprimento do pedunculo do NEF  (0) Séssil; (1) Curto, que apresenta largura mdaajue trés vezes a largura da cabeca secretdi&fo(2). Longo,

baselaminar/acropeciolar gue apresenta largura igual ou maior do que tréssve largura da cabeca secretora do NEF. *Cagadiere 1),
quando presentes, representados por um quadraneltier *Carater (2), quando presentes, represenfaatoum
quadrado azul.

19. Forma da superficie secretora do NEF (0) Cdncava; (1) Convexa. *Caréater (0), quandogntss, representados por um quadrado azul. *Cdfjtejuando
presentes, representados por um quadrado vermelho.
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Capitulo IV:
“Estrutura e desenvolvimento ontogenético dos apémuks
foliares emCroton erythroxyloide®Baill., Croton pygmaeus
L.R. Lima e Croton splendidusMart. (Euphorbiaceae): uma
abordagem funcional e ecoldgica”
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Estrutura e desenvolvimento ontogenético dos apérudis foliares emCroton
erythroxyloidesBaill., Croton pygmaeus..R. Lima e Croton splendidusMart.
(Euphorbiaceae): uma abordagem funcional e ecologic

Resuma foi realizado um estudo anatdmico e ontogenéta®indumentos foliares de
Croton erythroxyloidesC. pygmaeug C. splendidusespécies amplamente distribuidas
nos complexos rupestres de altitude brasileirosrifid@u-se que as estruturas
denominadas como tricomas foliares correspondemmexgéncias por apresentarem
uma origem mista a partir do desenvolvimento delaglda protoderme e do meristema
fundamental. A estrutura completamente formada mna@s® complexa, exibindo uma
intima relagdo dos indumentos epidérmicos com mdies do mesofilo e recebem o
nome de apéndices escamiformes @merythroxyloidesapéndices estrelados &mn
pygmaeuse apéndices fasciculados et splendidus Estes apéndices mostram-se
como estruturas adaptadas a absorcdo de aguagrdpreto uma porcao externa, com
as paredes das células dos raios dos indumentessesp pectoceluldsica, capaz de
absorver agua por capilaridade, como evidenciada pésorcdo de solucdo de
nanquim. A solucdo penetra no apéndice por vialaptpa e, antes de seguir para o
interior da folha, é forcada a assumir a via sisfpgta quando o apéndice é
pedunculado, pois as paredes das células do pddis#m recobertas por substancias
lipidicas que impedem o fluxo apoplastico. Esctiei conectadas a base destes
pedunculos ou dos raios do apéndice recebem adsoug transporta diretamente para
os feixes vasculares ou maximizam a sua distribuagilongo de todo o mesofilo, em
uma funcdo analoga a das extensfes de bainha.dsstaseides possuem terminacdes
conectadas aos feixes vasculares ou podem atravedsao mesofilo. Os apéndices
escamiformes apresentam uma estrutura mais comelespecializada se comparados
aos apéndices estrelados e fasciculados, poiseapaes os raios conectados por
pontoacdes nas paredes laterais e ainda um discéldes subrradiais de contorno
acentuadamente sinuoso e com inumeras pontoac@edrando-se estruturalmente
mais adaptados ao processo de absor¢cdo da umidembsferica. Os apéndices
escamiformes, estrelados e fasciculados desempemtmaniuncdo fundamental para a
sobrevivéncia das espécies @eoton nos campos rupestres e campos de altitudes,
ambientes onde a restricdo hidrica se faz evidergessivelmente sdo a resposta para o
sucesso adaptativo e evolugcdo do género nestessteoss.

Palavras chavetricomas, esclereides, emergéncias, ontogem#asrupestres,
campos de altitude.
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INTRODUCAO
A morfologia dos tricomas d€roton L. (Euphorbiaceae) tem sido utilizada

como uma importante ferramenta nas caracterizagédgsnémicas em niveis
infragenéricos (Bailon 1958, 1864; Miller 1866, 38Froembling 1896; Webster
1993; Websteet al. 1996; Lima & Pirani 2003; Riinat al 2009; Riina & Berry 2010;
Caruzoet al 2011; Van Ee & Berry 2011) apresentando granddribomcdo na sua
taxonomia e sistematica, as quais sdo complexadalaei grande niumero de espécies,
a diversidade morfolégica, a ampla distribuicdo gyéfica e a falta de distintas
sinapomorfias morfolégicas para as suas se¢Oasa(RU06).

Com base na diversidade de tricomas €moton Websteret al (1996)
propuseram uma classificagdo que incluiu tipologipse variaram de tricomas
estrelados a lepidoto£roton erythroxyloidesBaill. C. pygmaeud..R. Lima e C.
splendidusMart. pertencem a subsegamprocrotonda secad.amprocroton(Van Ee
& Berry 2011), na qual € comum a ocorréncia deotnias lepidotos (Webstet al
1996; Lima e Pirani 2008; Van Ee & Berry 2011).

Em C. erythroxyloidedricomas lepidotos ocorrem no caule, em ambascEs fa
foliares, nas inflorescéncias, bracteas, sépatetadasC. pygmaeupossui folhas com
tricomas estrelados na face adaxial e tricomasidéps na face abaxial e nos caules,
inflorescéncias e face abaxial de bracteas, sépalgsétalas;C. splendidusé
caracterizado por tricomas lepidotos no caule,imié@rescéncias, na face abaxial das
bracteas, sépalas e pétalas e por suas folhasmémte discolores, devido a presenca
contrastante dos tricomas lepidotos na face abexdaltricomas fasciculados na adaxial
(Lima & Pirani 2008).

Croton erythroxyloidesC. pygmaeuse C. splendidus assim como muitos
representantes deamprocroton sdo comuns nos planaltos brasileiros com altstude
superiores aos 1.000 metros, ambientes conheamos campos rupestres e campos de
altitude (Lima & Pirani 2008)Os campos rupestres ocorrem em feicOes de relevo
tabulares compostas por pontdes e grandes bloadwswos desagregados sobre
quartzitos e arenitos predominantemente e tem cdwominios Vegetacionais
associados o Cerrado e a Caatinga. Os campositelealocorrem sobre geoformas
mais arredondadas de rochas graniticas e/ou raatnasivas acidas ricas em silica e
aluminio e tem como Dominio associado a Mata AttanfMoreira & Camelier 1977;
Caiafa & Silva 2005). Os campos rupestres e deuddti estdo sujeitos a condicdes

ambientais extremas como: temperaturas elevadaslage radiagdo intensa, déficit
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hidrico (Safford 1999; Safford & Martinelli 2000) rautricional (Beniteset al 2003).
Desta forma, as espécies estdo submetidas a camtimassdes seletivas que podem
resultar em adaptac6es morfoanatdbmicas e/ou fistgaddEames & MacDaniels 1947,
Metcalfe 1983; Dickison 2000; Hamleaal.2002).

A importancia da utilizacdo dos indumentos @eoton como um carater
taxonO6mico para o género € inquestionavel, entieta@o existem relatos sobre o papel
funcional destes tricomas. E possivel que exista worrelacdo entre a funcéo
desempenhada pelos tricomas e 0 sucesso adapt#iv@roton nos complexos
rupestres de altitude? Estudos em Anatomia Vegmial abordagens que visam
correlacionar a estrutura e a fungéo de partesodaada planta constituem-se numa
importante ferramenta para responder essa questao.

A presente proposta teve como principal objetivalizar a caracterizacéo
anatdbmica, histoquimica e ontogenética dos tricongsdotos, estrelados e
fasciculados das folhas deroton erythroxyloidesC. pygmaeuse C. splendidus
respectivamente, com o intuito de investigar o p&peional destas estruturas e seu

possivel valor adaptativo para as espécies.

MATERIAL E METODOS
Material de estudo e coletas em campo

Foram escolhidas as espéci€soton erythroxyloides C. pygmaeuse C.
splendidus(secaoLamprocroton por apresentarem diferentes tipos de tricomas, de
modo que o presente trabalho contemple o estudatwsi de tricomas do tipo
lepidoto, estrelado e fasciculado.

Foram amostrados apices caulinares e folhas dool%°an6 deCroton
erythroxyloidese deC. splendidugoletadas nos campos de altitude do Parque Estadua
da Serra do Brigadeiro (PESB), Minas Gerais, Brasil picos com altitudes acima de
1.700 metros (Toten Deitado e Costa do Mamute) ESBPesta situado no Macico da
Mantiqueira na Zona da Mata de Minas Gerais ergn@eridianos 42° 20’ e 42° 40'S e
0os paralelos 20° 20’ e 21° 00'W (ENGEVIX 1995), bma regional é do tipo
mesotérmico médio - CWb (Kdeppen 1948), com pregggo anual de 1.300 mm e
temperatura média anual de 18°C (ENGEVIX 1995). rfespnca de neblina
enconbrindo os picos do PESB € observada diarianéud individuos amostrados
ocorrem associados com um tapete de gramineasafs@nh um solo incipiente sobre

0 substrato rochoso. Os picos “Toten Deitado” (2.2 de altitude) e “Costa do
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Mamute” (1.786 m de altitude) sdo formacdes daesuds'Serra das Cabecas” que é
parte do complexo serrano do PESB. Os individuosCdesrythroxyloidesforam
encontrados apenas no pico “Costa do Mamute” esgpondem a arbustos de 1,0 a 1,5
metros de altura, enquanto os individuo€dsplendiduséao arbustos de 1,5 a 2 metros
de altura encontrados apenas no pico “Toten D€itado

Ramos feérteis coletados foram destinados ao InstitetBotanica de Sado Paulo
para a identificacdo pela especialista €moton Dra. Inés Cordeiro e posteriormente
incorporados ao acervo do herbario VIC da Univexdtd Federal de Vicosa, sob
registro VIC 33.004, VIC 33.005, VIC 33.006, VIC.887, VIC 33.008, VIC 33.009,
VIC 33.010, VIC 33.011, VIC 33.012, VIC 33.013 eC/83.014).

Foram utilizadas folhas herborizadas @e splendidusa partir de duplicatas
gentilmente cedidas pelo herbario HUEMG da Univiarde do Estado de Minas Gerais
— UEMG/FAVALE (Alvim s/n® - HUEMG 1726/ Alvim 40 -HUEMG 1748),
provenientes de coletas nos campos de altitudeadqqu® Nacional do Caparad, Minas
Gerais, Brasil. O parque Nacional do Caparad taml&gErparte do Macico da
Mantiqueira e os individuos coletados correspondearbustos com cerda de 3 metros
de altura ocorrendo em uma altitude de 1.861 mE2@R8'49.2"S e 41°49'43.9” W).

Foram utilizadas folhas herborizadas@epygmaeuprovenientes do herbario
BHCB da Universidade Federal de Minas Gerais — UHA&kenberg 6483 - BHCB
29075/Marchett 549 - BHCB 107725). Os individuosoatrados sao provenientes de
coletas no municipio de Cacapava do Sul no EstamloRi Grande do Sul e
correspondem a arbustos de 1 a 2 metros de aftareeates sobre substrato rochoso.

Microscopia de Luz

Apices caulinares e folhas do 1° ao 5° n6 coletaosampo foram fixadds

loco em Karnovsky (1965) ou em FAAcido acético glacial, formaldeido, etanol 50%,
1:1:18, v/v) (Johansen 1940). O material coletamloldvado para processamento no
Laboratério de Anatomia Vegetal da UFV, onde fdirmetido a vacuo em dessecador
durante o processo de fixacdo (48 horas) e estaradetanol 70%. As folhas obtidas a
partir das exsicatas foram submetidas a reversaertbarizacdo (Smith & Smith 1942),

desidratadas em série etilica, estocadas em ef@fblpara posterior processamento
(Meira & Martins 2003). Parte das amostras foi diegada em série etilica e incluida
em hidroxietilmetacrilato (Historesin, Leica Instrants, preparado conforme instrucdes
do fabricante). As amostras foram seccionadas amogransversal e longitudinal com

5 um de espessura, em micrétomo rotativo de avanqumeico (modelo RM2155,
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Leica Microsystems Inc.) com utilizacdo de navaltlasvidro descartaveis. Os cortes
foram corados com azul de toluidina pH 4,0 (O’'BiéeMcCully 1981).

Para o estudo dos caracteres de superficie fai &etissociacado epidérmica de
fragmentos foliares utilizando-se acido nitrico @da cromico (Jensen 1962). O
sobrenadante residual na solucdo, que correspandeaterial celular do mesofilo e
fragmentos rompidos dos apéndices epidérmicos, pggetado e analisado
separadamente, permitindo a visualiza¢do de céhdidas.

Foram realizados testes histoquimicos (Tabela lareostras frescas ou fixadas
do material botanico. Todos os testes foram acohgmos de seus respectivos testes
controle e do ‘branco’, que corresponde a secgoesalerial sem submisséo a qualquer
tipo de reacéo, visando a observacdo do aspedacelaracao natural da secrecédo. Os
testes histoquimicos realizados visaram a ideatifio dos principais componentes da
parede das células que compdem os indumentos pldsiess em estudo. Desta forma,
para a deteccdo de lipideos totais, amostras Hasfdbram submetidas ao Sudan IV
(Pearse 1980) e ao Vermelho Neutro (Kirk 1970)e esitimo sob inducdo de
fluorescéncia. Dentro do grupo dos compostos feos|ifoi feita a reacdo com o
floroglucinol para a identificacdo de ligninas (doken 1940). Para o grupo dos
polissacarideos, utilizou-se o Vermelho de Rutéhihansen 1940) para a deteccao de
pectinas. Para a deteccdo de proteinas totaisp@stras foram submetidas a reacéo ao
Pounceau de Xilidina (XP) (O"Brien & McCully 1981).

Teste de absorcao foliar

Com o objetivo de se verificar a capacidade dergBsale solucdo aquosa pelos
apéndices observados, folhas inteiras foram seamda®s na base do peciolo e
mergulhadas em tinta nanquim diluida em solucéo sequinirante um periodo de 4
horas. Para isto, a folha foi imersa em béquerecwiat a solucdo com nanquim, ficando
suspensas pelo peciolo, o qual foi fixado ao bépoefita adesiva. Deste modo, apenas
a porcdo médio-apical da folha esteve em contatoaeolucao.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As folhas coletadas para microscopia eletronicaateedura foram fixadas em
solucéo contendo glutaraldeido (2,5%), parafornidtdé4%) em tampéao fosfato 0,1M
pH 7,3 (Karnovisky, 1965). ApoOs desidratacdo enesgilica, o material foi submetido
ao ponto critico (modelo CPD 020, Bal-Tec, Balz&ischtenstein), utilizando CO
(Bozzola & Russel, 1992). Os fragmentos foram dolsecom ouro em metalizador
(modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstetl®,acordo com Silveira (1989). A
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captura de imagens foi realizada em um microscépetronico de varredura com
camera digital acoplada (modelo Zeiss, LEO 1430 @&nbridge, United Kingdom)
no Nudcleo de Microscopia e Microanalise da Univdade Federal de Vigosa.

A caracterizacédo dos tricomas observados segulasaificacdo de Webstet
al (1996).

RESULTADOS

Foram observados trés tipos de indumentos nassfalas espécies estudadas:
0s apéndices escamiformes, os apéndices estretadssapéndices fasciculados. Nas
folhas deCroton erythroxyloidesos apéndices escamiformes estédo presentes ens amba
as faces. En€. pygmaeug emC. splendiduspéndices escamiformes ocorrem apenas
na face abaxial, enquanto na face adaxialCdgygmaeus C. splendidusocorrem
apéndices estrelados e fasciculados, respectivament

Nas trés espécies os apéndices escamiformes s&antmmte distribuidos e
visiveis a vista desarmada. Diferenciam precocesmeronicamente, sendo possivel
observar nos meristemas e primérdios foliares dest&dios iniciais até estruturas
completamente desenvolvidas.

Desenvolvimento ontogenético dos apéndices escaneifpr estrelados e
fasciculados

O inicio do desenvolvimento dos apéndices escamésré marcado pela
presenca de uma célula protodérmica que se depiloamaior volume, nucleo
evidente e citoplasma denso (Fig. 1). Células pestotas adjacentes a esta sofrem
divisdes anticlinais (Fig. 2), formando uma protdineia comumente reconhecida pela
presenca de 3 células (Fig. 3), na qual a célulidaleaumenta em volume enquanto as
laterais sofrem sucessivas divisbes anticlinaigis(FB8 a 6). Estas células laterais
distribuem-se radialmente com relacdo a célularakeef ao alongarem-se, formardo os
raios laterais da estrutura. Estas células dos apiesentam o nucleo periférico voltado
para a porcao externa (Figs. 5 e 6), indicandoajpeocesso de alongamento celular
ocorre no sentido distal. Nos apéndices escamifgro®eraios laterais matem-se unidos
e formam a ala da estrutura. Concomitantemente acegso de alongamento das
células dos raios, células protodérmicas posicamddgo abaixo destes, tornam-se
mais volumosas e daréo origem a um disco de c&ulasadiais (Figs. 5 a 8). Abaixo
deste disco, células da protoderme e do meristamdamental sofrem divisdes

periclinais formando um pedunculo multisseriadog¢Fi3 a 7). No centro deste, as
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células derivadas do meristema fundamental alorggma-tornam-se precursoras de
esclereides (Figs. 6 e 8). Estas conectam todacagexterna do apéndice aos tecidos
vasculares ou atravessam todo o mesofilo e promaverontinuo entre os apéndices
presentes nas duas faces da folha (Figs. 9 a LBni2 a sua expanséao, as células dos
raios iniciam um processo de espessamento de sarasleg, porém sem sofrer
lignificagdo, como mostra a reacao negativa a@ tesin a floroglucina (Tabela 1). A
reacdo positiva ao vermelho de ruténio indica gseparedes dos raios laterais
permanecem pectoceluldésicas mesmo nas estrutuchgasa Tabela 1). Ja as paredes
da célula central se espessam e sofrem lignific€abela 1). Tanto as células dos
raios quanto a célula central morrem ao final d@sso.

Nos apéndices escamiformes completamente formado&ula central aparece
como uma regido circular no centro da estruturgs(Fi4 e 15), apresentando uma
porcao aparentemente mais permeavel no centro, anusrede periclinal externa €
menos espessa do que as paredes anticlinais, gligrsficadas e pontoadas. A célula
central é envolta por uma ala formada pela unidocdhilas dos raios laterais (Fig. 16),
cujas paredes anticlinais possuem pontoacfes ao goda sua extensédo (Fig. 17).
Na regido subradial (ou subalar) ocorre um disco aiulas de contorno
acentuadamente sinuoso e paredes espessas (Figsl8)6 apresentando pontoacdes
areoladas (Fig. 18). Estas células do disco suddradimantém metabolicamente ativas
em sua maturidade, apresentando muitos cloroplésigs15). Toda essa estrutura é
sustentada por um pedunculo de comprimento varigeaedo pouco desenvolvido nos
apéndices que ocorrem na superficie adaxial daadqlFigs. 8, 9 e 11). Uma densa
camada lipidica é depositada sobre a superficiepdesdes anticlinais e periclinal
externa das células que compdem a por¢cao maisextier pedunculo (Figs. 11, 14 e
15), como evidenciado pela reacdo positiva ao siidaftuz visivel) e ao vermelho
neutro (sob fluorescéncia). Ja, a porcao interngedidinculo é composta por esclereides
do mesofilo que se conectam aos feixes vasculkigs9). O apéndice completamente
formado € caracterizado por trés regides: uma posgyerna formada pela célula
central e raios laterais, uma regido mediana cotagesas células do disco subradial e
uma porcado basal formada pelas esclereides e popedinculo de comprimento
variavel.

O desenvolvimento ontogenético dos apéndices adtrelobservados ef.
pygmaeus dos apéndices fasciculados €msplendidug semelhante ao descrito para

os apéndices escamiformes. Inicialmente, um grepcetilas da protoderme se destaca
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pelas divisdes anticlinais intensas, formando umwduperancia (Fig. 19). A célula
central da protuberéancia € mais volumosa e as etgs se dividem anticlinalmente,
circundando a célula central (Fig. 20). A célulatca se alonga e se projeta para fora
da superficie epidérmica, destacando-se das detaamotuberancia, e forma o raio
porrecto central (Fig. 21). As células que circundaraio porrecto também se alongam
e originam os raios laterais (Fig. 22), os quagsreais curtos do que o raio porrecto e
sao inclinados nos apéndices fasciculados (Fige 28) e, nos apéndices estrelados,
dispoem-se todos em um mesmo plano formando umange com o raio porrecto.
Tanto nos apéndices estreladoCd@ygmaeuguanto nos apéndices fasciculado£de
splendidusestes raios laterais ndo apresentam nenhum grawnide entre si e nao
formam, portanto, uma ala como descrito para osidipés escamiformes. Em sua
maturidade, as paredes das células do raio sdesespeOs apéndices fasciculados
possuem paredes desigualmente lignificadas, sereloajporcéo basal destas células a
parede se lignifica enquanto na por¢do apical peesegpectoceluldsica (Tabela 1, Fig.
10). Os apéndices estrelados e fasciculados s&@eisési apresentam um pedudnculo
muito reduzido. Os raios parecem estar diretameatectados com esclereides no
mesofilo que se diferenciam a partir de célulasn@oistema fundamental. Assim como
nos apéndices escamiformes, as esclereides tangb&nectam diretamente ao sistema
vascular da folha (Fig. 12) ou atravessam o mesofiercomunicando os apéndices de
ambas as faces foliares (Fig. 10).

Absorcéo da solucdo de nanquim

Foi demonstrada a capacidade de absor¢ao foliar@pdatato com a solucao
de nanquim. Apds imersédo parcial das folhas em randiluido em agua destilada foi
possivel observar a presenca do corante enegraesi@élulas dos raios e do disco
subradial dos apéndices, no xilema e no parénquimfiliano, evidenciando a
penetragcdo da solugéo nos tecidos internos da doffaatir do contato direto da solugéo

com a superficie da lamina foliar.
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Tabela 1: natureza quimica das substancias encontradas redepaelular de distintas regiées dos
apéndices escamiformes, estrelados e fasciculdmesvados erftroton erythroxyloidesC. pygmaeus
C. splendidusrespectivamente.

Regido do Natureza quimica Resultado da reacéo
apéndice da substancia
Lipidios (-) apéndices escamiformes; (-) apéndices
estrelados; (-) apéndices fasciculados
Lignina (-) apéndices escamiformes; (+) apéndices
Células do raio estrelados, na regido basal dos raios; (+) apé&ndice
fasciculados, na regido basal dos raios
Pectina (+) apéndices escamiformes; (+) apéndices
estrelados; (+) apéndices fasciculados
Lipidios (-) apéndices escamiformes
Célula central Lignina (+) apéndices escamiformes
Pectina (-) apéndices escamiformes
Lipidios (-) apéndices escamiformes
Calulas do disco Lignina Inconclusivo, devido a colora¢do acastanhad
subradial natural destas células
Pectina (+) apéndices escamiformes
- N anandi )
Parede das Lipidios (+) apéndices escamiformes
células do Lignina (-) apéndices escamiformes
pedunculo _ A ,
Pectina (+) apéndices escamiformes
Lipidios (-) apéndices escamiformes; (-) apéndices
estrelados; (-) apéndices fasciculados
Lignina (-) apéndices escamiformes; (-) apéndices
Esclereides estrelados; (-) apéndices fasciculados; ou leveament
lignificada em todos os trés tipos
Pectina (+) apéndices escamiformes; (+) apéndices

estrelados; (+) apéndices fasciculados
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DISCUSSAO
Apéndices Escamiformes, Estrelados e Fasciculados

No desenvolvimento dos trés tipos de indumentosriies observou-se a
participacdo da protoderme e do meristema fundahesgta origem mista mostra que
esses indumentos correspondem a emergéncias e tm@mmas como descrito por
Websteret al (1996). Possivelmente, esta origem mista ocorre imdsmentos das
demais espécies deroton em que existe uma conexdo direta com as esclsreime
mesofilo. Aos tricomas lepidotos, tricomas estretadotricomas fasciculados, @&
erythroxyloides C. pygmaeu® C. splendidussugere-se a denominacao de apéndices
escamiformes, apéndices estrelados e apéndicexufados, respectivamented
denominacédo destes indumentos como apéndicesin@pnaglem absoluto, a utilizacao
da classificacdo dos tipos de tricomas propostaVpebsteret al (1996), a qual tem
grande relevancia para a taxonomigdeton e vem sendo adotada pelos pesquisadores
do género.

A maioria dos representantes da subfamilia Crotlma@ apresenta tricomas
estrelados ou lepidotos (Solereder 1908; Metcalf€halk 1950), porém er@roton
existe uma grande diversidade de tricomas, tendo descritas outras tipologias
(Websteret al 1996). Os tricomas lepidotos sdo anatomicamenteelbantes as
escamas devido a unido dos raios laterais que foramaa ala, a qual pode estar parcial
ou total unida. Assim, os indumentos observadodaca abaxial e adaxial d€.
erythroxyloidese na face abaxial dé. pygmaeug C. splendidugsoram denominados
de apéndices escamiformes o0s quais correspondentriaosas do tipo lepitodo-
subinteiros (Websteet al 1996), os quais, na face abaxial das folhas ddstas
espécies, ocorrem associados com outros tiposcoentaxs lepidotos em que ha menor
grau de unido dos raios laterais. Os apéndicesladdis observados e@ pygmaeus
sao correspondentes aos tricomas estrelados compaaecto (Websteat al 1996), nos
quais os raios laterais encontram-se em um Unigicl@ e em um mesmo plano. E
finalmente, os apéndices fasciculados observaddS.eplendiduséo correspondentes
aos tricomas fasciculados (Webstenl 1996), os quais diferem dos tricomas estrelados
pelo posicionamento inclinado dos raios laterais.

Significado funcional dos apéndices foliares

A estrutura dos apéndices escamiformes, estreladasciculados sugere uma

funcao correlacionada com a absorcédo de agua. &séeslices parecem constituir uma
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importante via de entrada de agua nas folhas, éstrala absorcdo da umidade
atmosférica, apresentando um papel fundamentaltedace planta-atmosfera.

O experimento com a solucado de nanquim confirmoapacidade de absorcao
dos trés tipos de apéndices estudados. Experimesgoelhantes foram feitos
utilizando-se outros tipos de solucbes que tamhémidnam como corante, como o
fluorocromo sulfato de berberina (Heide-J@rgense®01@u a solucdo de safranina
aquosa (Milanez & Machado 2008), que evidenciargmraneabilidade dos tricomas e
esclereides pela penetracdo dos corantes no meesofilos tecidos vasculares. O
transporte apoplastico entre a superficie folias @ecidos vasculares foi verificado em
Mycrolepis oleaefolia(D.C) Triana (Melastomataceae) pela solugdo deasiaf
aquosa. Nesta espécie foi verificada a presencastleituras com origem mista
(protoderme e meristema fundamental) denominada® @mergéncias, cuja base é
formada por esclereides no mesofilo que alcancaistema vascular da folha (Milanez
& Machado 2008). Assim como descrito p&eoton os raios da estrutura possuem
paredes espessas e nao lignificadas. Milanez & Btlrli2008) descrevem que essas
paredes possuem um aspecto labirintico, apresenfmuleenas projecdes irregulares
voltadas para o protoplasto, as quais parecem a&staciadas ao processo de transporte
de solugéo.

Os apéndices escamiformes, estrelados e fascisuladn Croton séo
estruturalmente complexos e sua funcéo pareceretdaronada a absorcéao de agua. Os
raios dos apéndices aumentam a area de contatoocomio externo, ampliando a
superficie de captacdo da umidade atmosféricap©sdices escamiformes mostram-se
particularmente mais especializados nesta funcaa, vem que a unido de seus raios
laterais forma um escudo com maior area de cor@o o meio. As paredes das
células dos raios sdo espessas, porém sao naficiigas. A natureza pectoceluldsica
das paredes destas células permite que a aguanjmateeda umidade atmosférica se
difunda por via apoplastica e penetre na estrutura.

Nos apéndices escamiformes, as paredes lateraiséalalas do raio estdo
conectadas e sao pontoadas ao longo de toda ateusd®, permitindo uma intensa
comunicacdo entre as mesmas. Sugere-se que a &gowvida seja distribuida
radialmente por toda a estrutura da ala do apénchedluindo em direcéo a sua porcao
central (célula central). A célula central dos ajé®l escamiformes apresenta
pontuacbes que permitem comunicacdo com as célidasio. Esta célula central

aparentemente também funciona como via de absde@gua, assemelhando-se a um
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poro, no qual a parede periclinal externa demorstramais permeavel do que as
paredes anticlinais que sao lignificadas e pontddéaalmente, além dos raios laterais
e da célula central, uma terceira via potencialugorcdo de agua nos apéndices séo as
células que compdem o disco subradial, as quaimgrecem vivas na maturidade,
apresentam paredes espessas, densamente pontoasasomtorno acentuadamente
sinuoso que permite aumentar a area superficigbd&ato com o meio externo. Estas
células lembram as traqueides modificadas preseatesido de transfusao de algumas
Gimnospermas (Mohl 1871), tendo sido verificadaes@nca de pontoacdes areoladas
nestas células que formam o disco subradial.

A 4gua absorvida por essas trés vias (célulasidpaglula central e células do
disco subradial) segue por via apoplastica em d&@irego interior da folha pelo
pedunculo. As células que compdem o pedunculo api@s paredes impregnadas por
substancias de natureza lipidica, consequentemsnté possivel a absorcédo via
simplasto, impedindo a continuidade da rota aptipiasla agua e dos nutrientes. Esta
mudanca de rota apoplastica para simplastica émttafental importancia para que
ocorra seletividade da solucdo absorvida e queleeadla para os tecidos internos da
folha. Os apéndices estrelados e fasciculadosés®eis ou curto pedunculados, porém
a porcao basal da parede dos raios € lignificagade funcionar como uma barreira
fisica a continuidade da via apoplastica.

A solucéo absorvida penetra para o interior do filesatravés das esclereides,
as quais se comunicam diretamente com o sistencalaasla folha ou atravessam todo
0 mesofilo e intercomunicam os apéndices das dasf Acredita-se, portanto, que o0s
apéndices escamiformes, estrelados e fasciculatigjgm relacionados com a absorcao
de agua e maximizem a distribuicdo desta aguaaldatfolha. As esclereides parecem
ter uma funcdo semelhante as extensées de bairfbaewascular.

A estrutura dos apéndices deroton erythroxyloides C. pygmaeuse C.
splendidusé semelhante a estrutura dos tricomas de algueraditas descritas por
Fahn (1986), os quais também estéo relacionadosadancéo de absorcdo da umidade
atmosférica e possuem substancias lipidicas imposgnnas paredes de suas células
basais. O autor discute que a cutinizacdo ou didaedo desta regido dos tricomas
desempenha uma funcdo semelhante a da endodernmggndor a mudanca da rota
apoplastica pela rota simplastica do que esta sabsiorvido. Estrutura semelhante foi
também observada nos tricomas absorventes em esmicisubtribo Pleurothallidinae

da familia Orchidaceae (Pridgeon 1981).
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Nos apéndices deéroton estudados, o pedunculo é a regido em que oc@ae es
seletividade da solugdo absorvida. Esta fung&orfoder atribuida também as células
do disco subradial, uma vez que estas sao as (gétidas do apéndice que se mantém
vivas e metabolicamente ativas, entretanto nacehhuma barreira fisica que impeca a
continuidade da absorcéo via apoplasto por estals€A presenca de plastidios nas
células do disco subradial € um indicio da posdiwvetdo desempenhada por elas, as
quais podem ser responsaveis por realizar moviraente modifiquem a angulacdo dos
raios laterais dos apéndices, sendo responsavaisnagor abertura ou fechamento dos
raios de acordo com a umidade atmosférica, comorre@coas escamas de
Tillandsioideae (Benzinget al 1976). Estudos complementares para um maior
conhecimento acerca da ultraestrutura e do mesaholfisiologico das células do disco
subradial se fazem necessarios para confirmar @ds@ de que estas células estejam
relacionadas com a movimentacdo dos raios dos med&nemCroton e de como este
processo ocorre.

De maneira geral anatomicamente os apéndices decan@s das folhas d€.
erythroxyloides C. pygmaeus C. splendidus sdo estruturalmente semelhantes as
escamas das folhas de espécies de Tillandsioideamsliison 1969; Benzingt al
1976), porém nestas, as células do pedunculo (aesrde células do domo) séo vivas
e apresentam uma ultraestrutura complexa com inggges da membrana plasmética e
numerosas mitocondrias, sendo especializadas naduthe absorcao (Benzireg al
1976) enquanto ertroton as células do pedunculo séo especializadas na@adute
seletividade da solugéo absorvida. Os apéndicesm&fecmes deCroton exibem uma
maior complexidade estrutural quando comparadosessamas de espécies de
Tillandsioideae devido a presenca das células simcodubradial e das esclereides que
maximizam a distribuicdo da solucdo absorvida terior da folha.

A funcdo de absor¢cdo de agua desempenhada pelodicg® escamiformes,
estrelados e fasciculados pode estar relacionatdaocsucesso adaptativo das espécies
de Croton em ecossistemas com restricao hidrica. As trécespdeCroton estudadas
sao tipicamente de ocorréncia em campos rupestcasnpos de altitudes brasileiros,
ambientes nos quais a restricdo hidrica se fazptedoela baixa retencédo de agua nos
solos, devido a presenca afloramentos rochosos wrdeelevo acidentado (Safford
1999; Safford & Martinelli 2000; Benitest al 2003; Caiafa & Silva 2007Ainda que
0s complexos rupestres de altitude sejam caraatirizpela escassez de agua no solo,

existe um grande aporte hidrico e nutricional aféra® proveniente das neblinas que
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sdo constantes nestes ambientes durante todo oEapécies que sdo capazes de
aproveitar essa fonte, como parece ser o casyaten erythroxyloidesC. pygmaeus
C. splendidussem duvida possuem uma vantagem adaptativa reestesistemas.

Espécies circunscritas em se¢desCdeton com distribuicdo predominante em
ecossistemas florestais também exibem esclereidesciadas com o0s tricomas
epidérmicos e possivelmente desempenham esta falecabsorcédo hidrica, o que se
constitui numa estratégia de aproveitamento dot@pie unidade atmosférica nestes
ecossistemas, em especial nas primeiras horasm#ma

Esclereides

A presenca de esclereides conectadas aos tricasdslhas ja foi relatada em
espécies da familia Euphorbiaceae (Solereder 1d@8alfe & Chalk 1950; Rudall
1994) e do géner@roton, a exemplo d€. alchorneicarpusCroizat (Sa-Haiad 2009),
C. caldensigMill. (Sa-Haiad 2009)C. compressutam. (Sa-Haiad 1987; Louret al
2003),C. floribundusSpreng. (Aradjo 2007%;. fuscescenSpreng. (Metcalfe & Chalk
1950), C. rhamnifoliusH.B.H. (Appezzato-da-Gléria & Carmello-Guerreiro08), C.
sonderianusMill. Arg. (Nepomuceno & Oliveira 1979) @. triqueterLam. (Starling
1993). Este complexo tricoma-esclereide é intemgretcomo uma estrutura de
sustentacdo e manutencao da arquitetura foliardB& Soares 2013), embora j& tenha
sido sugerido como uma rota alternativa para argscde agua (Louret al 2003),
hipotese corroborada pelo presente trabalho.

As esclereides que compdem os apéndices escanmsforesirelados e
fasciculados enCroton ndo séo lignificadas (ou fracamente lignificada®ndo os
espessamentos de suas paredes celulésicos (posdterbirrefringéncia em luz
polarizada). Este padrdo ndo usual das esclerdimesambém observado em
Androstachys johnsonPrain (Alvin 1987), em populacdes que vivem em amieis
com estresse hidrico, e e@lea europaed.. (Azee 1953).Androstachygé esteve
circunscrito na familia Euphorbiaceae (Takhtajan0)@Batualmente pertence a familia
Picrodendraceae, também da ordem Malpighiales (lWP@lIvin (1987) observou uma
conexdo entre os tricomas foliares com escleraidemesofilo e acredita que estas
estruturas estejam diretamente envolvidas no teatesgle agua nas folhas. O autor
sugere a utilizacdo do termo “esclereides gelasiodevido a semelhanca estrutural
com as fibras gelatinosas, as quais apresentancamada G na qual as microfibrilas
de celulose séo longitudinalmente orientadas agsor facilitam a absorcdo de agua e

podem também armazena-la. A agua € transportada edgido do xilema, onde as

143



esclereides se comunicam com traqueides termmaig,agua pode ser distribuida até
as porcOes epidérmicas pelas esclereides que ssaawetodo o mesofilo, em uma
funcdo anéloga as extensdes de bainha do feixelaa®omo ocorre em muitas folhas
de xerdfitas (Fahn 1986). Nas folhas ldakea suaveolen®. BR. as ramificacdes
externas das esclereides do mesofilo formam umadip®, enquanto as ramificacoes
internas estdo em contato com traqueides modificadas terminacbes dos feixes
vasculares. As terminacdes externas ndo se lignifie a esclereide se mantém viva
atuando no transporte de agua a epiderme e aafogeftossintetizantes (Heide-
Jdrgensen 1990).

Esclereides sdo as células mais polimorficas querposer encontradas no
corpo vegetal, podendo ocorrer em grupo ou conubldstos isolados (Evert 2006). A
investigacdo acerca deste tipo celular em angioseja foi foco de estudo de muitos
pesquisadores, principalmente no que se refere aagaaterizacdo morfologica e ao
seu valor taxonomico (Foster 1956; Rao 1991; Radd&s 1979), entretanto, o
significado funcional destas células ndo estda cetaplente esclarecido.
Tradicionalmente, as esclereides séo classificeola® células do esclerénquima que
apresentam parede secundaria espessa e lignificedeontribuem com a sustentacao
do 6rgdo em que ocorrem (Evert 2006). No entamtonimero crescente de trabalhos
vem confirmando a participacdo ativa das escleseidedistribuicdo de agua em folhas
de espécies adaptadas a ambientes com estresse {lidcker 1964; Fahn 1986; Alvin
1987; Heide-J@rgensen 1990; Milanez & Machado 2008)

Rudall (1994) acredita que as esclereides em Crolea® sejam estruturas
homélogas aos laticiferos, devido a semelhancautestt entre esses dois tipos
celulares e sua ocorréncia comum associada comsfaiasculares e com células
epidérmicas. Segundo Rudall (1994), esclereidesaroono mesofilo de espécies de
Euphorbiaceae geralmente (porém ndo exclusivameqnahdo os laticiferos estédo
ausentes. Nas folhas @roton erythroxyloidesC. pygmaeu® C. splendiduscorrem
esclereides e laticiferos concomitantemente, seqo® ambos o0s tipos celulares
apresentam paredes espessas. Em algumas das iésslesbservadas no mesofilo
destas espécies, as células parecem manter umidontgracelular e, nestes casos,
assemelham-se a estrutura dos laticiferos. A magéede um contedado intracelular
nas esclereides deroton pode ser uma importante estratégia para evitagrdapou
refluxo da agua absorvida pela estrutura dos apésdescamiformes, estrelados e

fasciculados.
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Em seu trabalho, Rudall (1994) observou laticifeassociados com a base dos
tricomas, apresentando a mesma distribuicdo despdra as esclereides eth
erythroxyloides C. pygmaeu® C. splendidusE possivel que espécies @eoton que
evoluiram em ambientes com restricdo hidrica tendafimido uma presséao de selecéo
na qual os laticiferos do mesofilo, associados taoemas epidérmicos, tenham se
especializado em estruturas celulares com capacuadenslocacdo de agua, tendo,
juntamente com os tricomas, um papel fundamentabsarcdo de agua e nutrientes do
meio externo.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram que os tricomas vddes nas folhas dE€.
erythroxyloides C. pygmaeuse C. splendidus correspondem a uma estrutura
multicelular complexa de origem protodérmica e dwistema fundamental adaptada a
absorcao e distribuicdo de agua nas folhas. A efioldestas estruturas, denominadas
no presente trabalho como apéndices, esta relaziaran o padrao de distribuicdo de
Croton, sendo responsaveis pelo sucesso adaptativo géssteo em ambientes onde a

agua € um fator limitante.
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Figs. 1 a 8:Desenvolvimento ontogenético dos apéndices escames acompanhado em seccbes
transversais de folhas de Croton erythroxyloidetuidas em resina e coradas com azul de toluidina.
Fig. 1. Célula protodérmica volumosa e com nucleo evidem&ca o inicio do desenvolvimento do
apéndiceFig. 2. Protuberancia formada por divisdes protodérmicagoio da atividade do meristema
fundamentalFig. 3. Aumento da protuberéncia por atividade protodéareicdlo meristema fundamental.
Fig. 4. Células dos raios iniciam as suas divisdes améiidi Processo também evidenciado na figura 5.
Fig. 5. Secg¢éo tangencial do apéndice, evidenciando ggmsgieriférica do nucleo nas células do raio e
inicio da diferenciagdo das células do disco subkaig. 6. Célula central inicia o espessamento das
paredes anticlinais; células do raio mantém o aormnto periférico; inicio da diferenciacdo das
esclereidesFigs. 7 e 8.Etapa final de desenvolvimento do apéndice: célelatral viva, com nucleo
evidente; raios formados, em processo de espestanherparede; células do disco subradial ainda em
diferenciacdo; pedunculo em processo final de foamdFig. 7) e esclereides jovens (Fig. 8).

Asterisco. Indica célula centralSeta. Indica células do pedulncul@abeca de setalndica células do
disco subradialCA. Células Adjacentes a célula centf@il. Célula filha 1da célula protodérmica inicial
central .Cf2. Célua filha 2 da célula protodérmica inicial cahtEJ. Esclereide JovenMF. Meristema
fundamentalPd. Protoderme.
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Fig. 9. Folha de C. erythroxyloides submetida a reacdo &&#B, evidenciando esclereides jovens
conectadas diretamente ao feixe vascuidg. 10. Folha de C. splendidus submetida a reacdo com
floroglucina &cida, evidenciando esclereides assaedo todo o mesofiléigs. 11 a 15Folhas de C.
erythroxyloides (Figs. 11, 14 e 15) e C. splenditkigs. 12 e 13) submetidas a reacdo com o vermelho
neutro e observadas sob inducédo de fluorescéRiga.11l. Pedlinculo curto com paredes das células
recobertas por substancias lipidicas; esclereidestfando no mesofild=ig. 12. Apéndice séssil com
terminagGes das esclereides junto ao feixe vasdilgr 13. Detalhe de uma esclereide com paredes
espessas e pontoad&#gs. 14 e 15Vista geral do apéndice escamiforme pedunculadi@saredes
possuem deposicdo de substancias lipidiems. 15. presenca de plastidios (pontos avermelhados) nas
células do disco subradidfigs. 16.Vista frontal do apéndice escamiforme em sua eQBEw natural,
raios laterais unidos, apenas com as extremidades.[Células do disco subradial em segundo plano
com tonalidade acastanhaddg. 17. Vista frontal do apéndice escamiforme corado cafnarsina,
evidenciando as pontoacfes nas paredes lateracehldas do raio e as células do disco subraHigl.

18. Célula isolada do disco subradial com contornoaeelamente sinuoso. Em detalhe, evidencia-se a
presenca de pontoacdes areoladas em suas paredes.

Aba. Epiderme da face abaxi#lda. Epiderme da face adaxi@C. Célula centralEc. EsclereideFV.
Feixe VascularPA. Pontoacdes AreoladaBd. PlastidiosPL. Parénquima Lacunos®P. Parénquima
Palicadico.Ra. Raio. Sh. Células do disco subradiaAsterisco. Deposi¢cdo de substancia lipidica na
parede das células do pedunc@etas pequenasPontoacdes nas paredes laterais das célulasado rai
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Figs. 19 a 2z Seccgdes transversais das folh
de C. splendidus incluidas em resina e cora|
com azul de toluidina, evidenciando

desenvolvimento ontogenético dos apéndi
fasciculados. Fig. 19. O inicio do
desenvolvimento do apéndice € identifical
por uma protuberéncia na protoderrhig. 20.

Uma célula central inicial se destaca pd
maior volume. Fig. 21. Célula central em
estagio  posterior de  desenvolviment
originando o raio porrectoFig. 22. Raio
porrecto e raios laterais em processo

alongamento. Fig. 23. Vista frontal do
apéndice fasciculado completamente formg
em Microscopia Eletrbnica de Varredu
(MEV). Fig. 24. Seccéo transversal da folh
em MEV. Apéndices fasciculados na fa
adaxial conectados com as esclereides
mesofilo. Apéndices escamiformes na fa
abaxial. Nesta face, ocorrem tricomas c(

as
das
0
ces

do
a
a
Ce
do
ce
m

distintos graus de unido dos seus raios latefais,

sendo que os tricomas lepidotos subintei
correspondem aos apéndices escamiformes.
Aba. Epiderme da face abaxidlda. Epiderme
da face adaxialAE. Apéndice Escamiforme
AF. Apéndice fasciculaddCC. Célula central.
Ec. Esclereide.Pd. Protoderme.RL. Raio

lateral.RP. Raio porrecto.
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CONCLUSAO GERAL

Este é o primeiro trabalho de anatomia em um ctmtidegenético enCroton
e 0s resultados desta tese apontam para o gramelecipd de estudos que integrem
caracteres moleculares e anatdbmicos na resolucapratdemas filogenéticos. As
limitacbes da amostragem utilizada, tanto com &laao numero de marcadores
moleculares quanto ao numero de espécies estuddapermitem conhecer as reais
interrelacdes dentro deroton dado o grande niumero de espécies compreendidies ne
género, porém esclarecem as afinidades filogeséticlie espécies quando trabalha-se
em um universo mais restrito, como foi o caso dgdesCleodorae Lamprocroton
Dentro de cada uma destas secdes, foi possivédi@ucinterrelacdo de suas espécies e
aspectos evolutivos, os quais esclarecem sobretérihi evolutiva do génerGroton
como um todo, especialmente no que se refere astag@o dos estados de carater
ancestrais das estruturas secretoras. Verificoopse a presenca de laticiferos
articulados é uma simplesiomorfia €@motone que coléteres foliares foram constituem
um carater plesiomoérfico enCroton e parecem ser diagndsticos para o género.
Mostrou-se que os idioblastos e os tricomas se@e®&i0 estruturas homologas e que
0s tricomas secretores sao 0s caracteres aponsocficopartilhados por poucos clados
de Croton, como é o caso da secBamprocroton A presenca de nectarios extraflorais
(NEF’s) baselaminares/acropeciolares € um estadestiatemCroton e identificou-se
uma correlacdo entre o comprimento do pedunculo MieE’s e a morfologia da
superficie secretora dos mesmos.

Este trabalho marca o inicio de estudos dos @esctanatdémicos edroton
aliados a filogenia molecular. A partir deste estirdcial, novas investigacfes poderéo
ser conduzidas considerando um maior numero deciesp& secdes d€roton
juntamente com outros marcadores moleculares baiido com um maior
esclarecimento acerca das interrelacfes dentr@mlerg e da historia evolutiva de suas
espécies relancionando-as com a sua ampla digtiitonios ambientes tropicais.
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