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Resumo

As flores pistiladas e estaminadas de Manihot tripartita e Hevea brasiliensis foram
estudadas, para o esclarecimento de semelhangas e diferencas sobre a origem das
caracteristicas florais. Os métodos aplicados garantiram a montagem de laminario
histologico e analise de imagens através da microscopia optica. Os resultados mostraram que
as estruturas filamentosas s@o semelhantes anatomicamente, contudo ndo compartilham a
mesma origem. Em H. brasiliensis, somente a flor pistilada tem nectarios, que sdo
vascularizados por tragos alternos e opostos as sépalas, sugerindo uma origem estaminal
para estes. Em M. tripartita, flores pistiladas e estaminadas tém nectarios de origem
receptacular. Entretanto, nessa espécie, apenas a flor pistilada apresenta estaminodios
vascularizados por um feixe cada que emerge direto do eustelo. A posi¢do e a quantidade
dos tragos de estaminddios € a mesma que os dois verticilos ocupam nas flores estaminadas.
Portanto, os nectarios e os estaminddios nas flores pistiladas de ambas as espécies
compartilham a mesma origem, ou seja, provavelmente sdo resultantes da modificagdo dos
verticilos de estames presentes em flores perfeitas nos ancestrais. A formacgao de pseudantos
em algumas subfamilias de Euphorbiaceae esteve relacionada a perda de pétalas e a presenca
vestigial desse orgdo floral, mas a combinagdo dessas caracteristicas ndo parece ser
obrigatoria para esse tipo de inflorescéncia, pois H. brasiliensis e M. tripartita tem
inflorescéncia paniculada.

Palavras-chave: Morfologia floral, anatomia vascular, nectarios, estaminodios, homologia.



Abstract

The pistillate and staminate flowers of Manihot tripartita and Hevea brasiliensis were
studied to elucidate similarities and differences on the origin and development of floral
characteristics. The applied methods ensure the assembly of histological lamina and image
analysis through light microscopy. The results showed that the filamentous structures are
similar anatomically, however do not share the same origin. In H. brasiliensis, only the
pistillate flower has nectaries, which are vascularized by alternating and opposite traces to
the sepals, suggesting a stem origin for these. In M. tripartita, pistillate and staminate
flowers have nectaries of receptacular origin. However, in this specie, only the pistillate
flower has vascularized staminodes by one bunch each that emerges directly from the
eustelo. The position and amount of staminodes traces is the same as the two whorls occupy
the staminate flowers. Therefore, nectaries and staminodes in pistillate flowers of both
species share the same origin, that is, they are probably the result of the modification of the
whorls of stamens present in perfect flowers in the ancestors. The formation of pseudanthias
in some subfamilies of Euphorbiaceae was related to the loss of petals and the vestigial
presence of this floral organ, but the combination of these characteristics does not seem to
be obligatory for this type of inflorescence, because H. brasiliensis e M. tripartita presents
paniculate inflorescences.

Key-words: Floral morphology, vascular anatomy, nectaries, staminodes, homology.



Introducao

Euphorbiaceae Juss.

Euphorbiaceae era conhecida como Tricoccae, mas foi na classificagio Genera
Plantarum feita por Antonii Laurenti de Jussieu, em 1789. A familia foi assim nomeada,
sendo reconhecida em dois grupos que compartilhavam flores unissexuais e obturadores
placentarios, e se diferenciavam quanto ao estilete, bifido em um grupo e inteiro no outro.
Novas contribuigdes de classificacdo para a familia Euphorbiaceae foram propostas a partir
do Sistema Miulleriano, no qual pela primeira vez esta familia foi organizada em
subfamilias, tribos e subtribos (MULLER, 1866).

Alguns pesquisadores faziam a proposta de separar os grupos de Euphorbiaceae em
outras familias, como Airy Shaw (1965, 1966) que fez a segregacdo desta em
Androstachydaceae, Bischofiaceae, Hymenocardiaceae, Peraceae, Picrodendraceae,
Stilaginaceae e Uapacaceae. Por outro lado, Grady Linder Webster, de 1975 até 1994,
dedicou-se aos estudos para descrever os taxa em Euphorbiaceae sensu lato (s.l.), e baseou-
se em caracteres morfologicos tais como numero de ovulos por loculo, a presenca de
laticiferos e a morfologia do pdlen, para fazer a organizagdo de um grupo monofilético com
317 géneros e cinco subfamilias: Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae,
Crotonoideae e Euphorbioideae. Assim, manter o monofiletismo seria possivel se as
subfamilias Phyllanthoideae e Oldifieldioideae, que apresentavam carpelos biovulados
fossem excluidas (MEEUSE, 1990; HUBER, 1991).

Para tanto, as analises filogenéticas permitiram mostrar que Euphorbiaceae s./. era
polifilética (CHASE et al., 1993), sugerindo sua separacdo em seis familias: Phyllanthaceae,
Picrodendraceae, Pandaceae, Euphorbiaceae sensu stricto (s.s.), Putranjivaceae, e Peraceae,
sendo estas duas ultimas familias sem relacdo filogenética estreita com Euphorbiaceae s./.

(STEVENS, 2001).



O estudo da filogenia baseado em dados moleculares, permitiu mudangas
relacionadas a circunscri¢do dos grupos que compunham Euphorbiaceae s./. Neste caso, a
familia Euphorbiaceae s.s. incluia apenas as subfamilias que possuem um 6vulo por 16culo-
Acalyphoideae, Crotonoideae e FEuphorbioideae, enquanto as familias Phyllanthaceae,
Picrodendraceae e Putranjivaceae incluem as subfamilias com dois 6vulos por loculo-
Phyllanthoideae e Oldifieldioideae (APG 11, 2003; WURDACK ez al., 2005).

Essa classificagdo filogenética que agrupa Euphorbiaceae s./. ¢ a mais recente (APG
IV, 2016), também, para Euphorbiaceae s.s., cuja a divisdo atual baseada em caracteristicas
morfologicas e moleculares estd em quatro subfamilias: Cheilosoideae, Crotonoideae,
Acalyphoideae e Euphorbioideae (GOLDBERG, 1986; TOKUOKA; TOBE 1998;
TOKUOKA; TOBE, 2006; TOKUOKA, 2007; DAVIS et al., 2007, WURDACK; DAVIS,
2009), sendo assim, Euphorbiaceae s.s., tem uma riqueza de espécies com cerca de 245
géneros e 6.300 espécies, de distribui¢do mundial, principalmente pantropical, maior do que
outras familias da ordem Malpighiales (GOVAERTS e al., 2000, WURDACK et al., 2005).

Euphorbiaceae apresenta uma diversa morfologia a contar pelas suas flores solitarias
ou inflorescéncias que podem estar organizadas em pseudantos do tipo cidtio, ambas
unissexuais, diminutas, variando em aclamidea, monoclamidea e diclamidea. O ovario é
gamocarpelar, frequentemente, trilocular, em flores pistiladas que podem apresentar
nectario. As espécies que podem ser diclinas ou monoclinas desta familia diferenciam-se em
habitos que vado de erva a arvore. Esta familia é conhecida pela produgdo de latex téxico
(HURBATH et al., 2016), substancia secretada por pelo menos 12 mil espécies de plantas
(HARBORNE, 1993) e que, nas familias Apocynaceae, Euphorbiaceae, Moraceae e
Urticaceae, a secre¢do ocorre por laticiferos ndo-articulados (KHAN, 2001), que podem
estar distribuidos nas partes vegetativas e reprodutivas dessas plantas (MAUSETH, 1988).

Euphorbiaceae apresenta inflorescéncias reduzidas do tipo pseudanto e

funcionalmente semelhantes a uma flor solitaria (STEVENS, 2001). Contrapondo a reducdo
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do niamero ou mesmo a perda total de alguns verticilos, tais como pétalas e sépalas, ¢
possivel observar que no percurso evolutivo da familia, algumas estruturas se originaram e
ja sdo funcionais para a atragdo e prote¢do, como sdo as bracteas, laticiferos e nectarios
(PRENNER E RUDALL, 2007). Dessa forma, estas estruturas recebem destaque na
polinizagdo e garantem o desenvolvimento completo das inflorescéncias e suas flores,
mesmo que as inflorescéncias e os verticilos florais estejam diminuindo de tamanho e em
numero (GAGLIARDI ef al., 2016).

A familia Euphorbiaceae estd bem representada na flora brasileira, com
aproximadamente 1.000 espécies de 70 géneros que ocupam diversos tipos de vegetagdes,
como sa0 os casos de géneros com ampla distribui¢do, Crofon L., Acalypha L., Cnidoscolus
Pohl., Dalechampia L., Jatropha L. e Manihot Miill., e o género amazonico Hevea Aubl.
(SOUZA; LORENZI, 2005).

A subfamilia Crotonoideae s./. abrange 12 tribos e 74 géneros (WEBSTER, 1994a,
RADCLIFFE-SMITH, 2001), dividida em quatro clados: crotonoides articulados,
crotonoides inaperturados, representantes da tribo Gelonieae, e o que seria o quarto clado,
formado pela tribo Adenoclineae, esta mais relacionado com a subfamilia Acalyphoideae.
Este fato confirma que as sinapomorfias, como a presenca da laticiferos e de polen
crontonoide, ndo sdo suportadas por estudos moleculares (WURDACK et al., 2005).

A tribo Manihoteae pertence ao clado de crotonoide articulado e apresenta
caracteristicas como laticiferos articulados e graos de polen 3-nucleados (WURDACK et al.,
2005). A flor da mandioca foi descrita por Toledo que estudou a anatomia das flores de
Mamihot utilissima Pohl. e o resultado desse trabalho foi a primeira descri¢do anatomica da
parte reprodutiva para a espécie e para o género Manihot. De acordo com as observacgdes de
Toledo (1963), foram descritas plantas mondicas, flores pistiladas e estaminadas apétalas e
em paniculas terminais ou axilares. As flores pistiladas de 1 cm de comprimento sdo

maiores que as estaminadas e possuem 5 sépalas livres, ovario conico glabro tricarpelar
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triovulado, disco grosso quase lobulado. As flores estaminadas tem 7 ou 8 mm com célice
campanulado S5—partido, disco 10-lobulado glabro, estames alternos aos lobos do disco,
filamentos estaminais glabros 5 mais grossos e altos e 5 mais finos baixos, rudimento do
ovario ausente (TOLEDO, 1963).

O género Manihot Miill. ¢é representado pela espécie da mandioca, pertencente a
subfamilia Crotonoideae, sdo subarbustos, arbustos ou lianas monoicas, raramente diodicas.
Este taxon ¢ sustentado pela morfologia da flor, de inflorescéncias terminais ou axilares do
tipo panicula ou racemo, sendo as flores pistiladas e estaminadas monoclamideas com
sépalas livres ou parcialmente conatas, respectivamente. Mais caracteristicas da flor diclina
ainda sdo definidas para Manihot, que apresentam o disco nectarifero geralmente inteiro,
ovario trilocular e estames—10 em dois ciclos (HURBATH ef al., 2016). Portanto, ambos os
estudos que distam mais de 50 anos um do outro, de forma geral, apresentaram as mesmas
descrigdes morfologicas para as flores do género Manihot.

Outro estudo importante também foi desenvolvido no mesmo trabalho de Toledo
(1963), que além de descrever as caracteristicas morfoldgicas de Manihot, tez a descri¢do do
desenvolvimento das flores de Manihot utilissima Pohl. Para tanto, foi necessario analisar a
anatomia floral sob os aspectos da origem, diferenciagdo celular e disposi¢do do sistema
vascular dos o6rgdos reprodutivos e de outros filamentos desde a fase dos botdes florais.

Os estudos anatOmicos e ontogenéticos sobre os oOrgdos reprodutivos de
Euphorbiaceae sdo escassos, sobretudo, importantes para o esclarecimento e confirmagao de
resultados morfologicos, que usualmente estdo fundamentados em observagdes (OLIVEIRA
E OLIVEIRA, 2009).

Manihot tripartita (Euphorbiaceae, Crotonoideae), conhecida popularmente como
mandioca-brava, ¢ uma espécie arbustiva com ocorréncia em fisionomias do cerrado sensu
lato (DURIGAN et al., 2004). Esta espécie apresenta ovario trilocular e fruto do tipo capsula

septi-loculicida, com laticiferos ramificados (OLIVEIRA E OLIVEIRA, 2009).
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M. wipartita sera foco deste atual trabalho para que a anatomia e a ontogenia das
suas flores sejam analisadas e descritas. A partir desses novos estudos para esta espécie, sera
possivel fazer a investiga¢do das caracteristicas que M. fripartita compartilha com o grupo
taxon0mico ao qual pertence. Assim, a relagdo filogenética dessa espécie com a familia
Euphorbiaceae e a filogenia da propria familia serdo discutidas e definidas baseando-se em
atributos anatdomicos e ontogénicos.

A tribo Micrandreae pertence ao clado de crotonoide articulado e apresenta
caracteristicas como laticiferos articulados e graos de polen 3-nucleados (WURDACK et al.,
2005). O género Hevea Aubl. também pertence a subfamilia Crotonoideae (RADCLIFFE-
SMITH, 2001) est4 representado pela seringueira Hevea brasiliensis, produtora do latex
(44,3%) de maior concentragdo de borracha seca (Dry Rubber Concentration- DRC), quando
comparado com o latex produzido por outras familias, como em Apocynaceae (15,5%) e
Moraceae (15-30%) (MOOIBROEK; CORNISH, 2000). E pela qualidade da matéria prima
superior a borracha sintética, ¢ que a borracha natural tem grande importancia econdmica
(GOUVEA, 2009). As espécies desse género tém habito arboreo, sendo as inflorescéncias
monoicas, com flores monoclamideas com célice de 5 sépalas e, diclinas, a estaminada com
5-10 estames unidos em coluna, 1-2 seriados alternando com as sépalas, anteras sésseis,
disco glandular 5, e a pistilada com 3(4) estiletes, um 6vulo por loculo 3(4), disco glandular

diminuto ou ausente (RADCLIFFE-SMITH, 2001).

Uso da anatomia floral para resolucio de problemas morfologicos

A observagdo de formas externas da flor sugere a descricdo de suas caracteristicas
morfoldgicas, as quais podem ser reconhecidas ao olho nu ou com auxilio de lentes.
Sobretudo, € por meio deste estudo de morfologia floral e suas técnicas que as partes da flor
podem ser identificadas quanto a sua forma, tamanho e nimero. Entretanto, apenas com a

morfologia ndo € possivel saber sobre a origem semelhante ou diferente destes verticilos, ou
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seja, se ha similaridades entre as estruturas florais. Para tanto, o estudo de anatomia floral ¢
usado para resolver algumas questdes morfoldgicas e sobre a origem das estruturas das
flores (PURI, 1951).

A complexidade morfologica provocada pela fusdo, adnagdo e conagdo de orgéos,
podem ser esclarecidas pelo estudo anatémico (EAMES, 1931). Um ramo desse estudo € a
anatomia vascular, pois os feixes vasculares sdo caracteristicas mais conservadas que a
morfologia externa, e por isso, tem valor na ancestralidade da flor (HENSLOW, 1888;
ARBER, 1931).

As modificagdes no plano vascular e na forma da flor sdo eventos que podem
acontecer durante a evolucgdo das espécies. A transformagio da forma desses orgdos florais
pode afetar mais ou menos a vascularizagdo, que pode ser reduzida ou ampliada para
acompanhar o tamanho do orgéo floral modificado. O tecido vascular pode ser distinto nos
diferentes verticilos da flor, sendo que essas diferencas em tamanho e numero sdo causadas
pelo proprio funcionamento fisioldgico desse tecido. A vascularizag@o pode ter um plano
vascular tipico e fundamental e, a partir desse, se diferenciar em numerosas modifica¢des
(PURL 1951). Por exemplo, para a familia Fumariaceae foi constatado que os nectarios
formavam-se a partir da base dos estames e que feixes vasculares irrigavam ambas as
estruturas, demonstrando que a origem pode ser a mesma (ARBER, 1933; FELDHOFEN,
1933; NORRIS, 1941).

As glandulas e nectarios em Euphorbiaceae ja foram interpretados como sépalas,
pétalas e estipulas, antes de receberem a descri¢do como tal. Entretanto, os estudos em
anatomia vascular demonstraram que essas estruturas sfo diferenciadas e ndo foram
originalmente formadas para fazer a secre¢do de substancias (HABER, 1925). A presenca de
pétalas em um tipo floral, estaminado ou pistilado, € apontada como uma caracteristica
compartilhada entre alguns representantes dos crotonoides inaperturados das Crotonoideae

(WURDACK et al., 2005). Os géneros Croton e Astraea, por exemplo, apresentaram
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caracteristicas semelhantes no desenvolvimento dos seus tipos florais. Nas flores
estaminadas ha a presenca de calice e corola. J4 nas flores pistiladas foram observados o
calice e um verticilo com cinco estruturas filamentosas, na posi¢do correspondente as
pétalas. Essas estruturas filamentosas foram interpretadas como pétalas reduzidas e
modificadas (DE-PAULA ef al., 2010).

Os géneros Hevea e Manihot possuem apenas o célice, o que € a excecdo entre as
Crotonoideae, as quais, em geral, apresentam os dois verticilos. Apesar de ndo apresentarem
pétalas, as flores pistiladas de Hevea possuem estruturas filamentosas, que neste caso foram
consideradas estaminodios, semelhantes as identificadas em Croton e Astraea (NAIR E
ABRAHAM, 1962; VENKATA-RAO E RAMALAKSHMI, 1968). Recentemente, as flores
de Manihot tripartita e de H. brasiliensis foram analisadas com microscopia de luz,
mostrando a presenga de estruturas alongadas posicionadas internamente ao calice. Estas
observagdes motivaram ao prosseguimento dos estudos com as flores pistiladas e

estaminadas para o esclarecimento sobre a origem e desenvolvimento dessas estruturas.

Objetivos
Geral
Estudar a morfologia das flores pistiladas e estaminadas de Manihot tripartita e

Hevea brasiliensis.

Especificos
Estudar a morfologia dos verticilos florais e de estruturas filamentosas nas flores
pistiladas e estaminadas de M. tripartita e H. brasiliensis, para responder algumas questdes:
1. Qual ¢ o padrao de vascularizag@o dos verticilos florais nas flores pistiladas e
estaminadas?

2. Qual o grau de reducdo do perianto nessas espécies?
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3. Qual o grau de reducdo dos estames nas flores pistiladas?
4. Qual o grau de reducdo do gineceu das flores estaminadas?
5. E possivel determinar qual a origem das estruturas filamentosas presentes em

ambos as espécies?

Material e métodos

Foram utilizados métodos de andlise da anatomia floral através de microscopia
Optica para fazer a observagdo da estrutura e vascularizacdo das flores pistiladas e
estaminadas das espécies Manihot tripartita e Hevea brasiliensis, ambas da subfamilia
Crotonoideae (Euphorbiaceae s.s.).

As inflorescéncias coletadas no periodo de floragdo das espécies, principalmente
aquelas que estavam ainda com os botdes florais, receberam diferentes preparagdes,
seguindo desde métodos para armazenagem até analises de imagens.

Ap6s a coleta, todo o material vegetal para estudos anatomicos foi fixado em solugio
de FAA 50 (JOHANSEN, 1940) e conservado em alcool 70% (JENSEN,1962). A etapa
seguinte foi selecionar as flores em estagios de botdo, para passarem por desidratacdo em
série etilica e de inclusdo em metacrilato Historesina Leica®, segundo as normas do
fabricante. Esta ultima correspondeu a infiltracdo da mistura resina mais polimerizador nas
amostras vegetais para o posterior emblocamento em moldes plasticos.

As secgdes com espessura de 6 um foram obtidas através de um microtomo rotativo
Leica® e dispostas na sequéncia seccionada sobre as laminas histologicas. Depois que os
cortes foram distendidos e secos sobre as laminas, passaram pela etapa de coloracdo
utilizando-se o corante azul de toluidina a 0,05% em tampao acetato, pH 4,7 (O’BRIEN et
al., 1964 modificado). Para finalizar a montagem das laminas permanentes, aplicou-se
Entellan para cobrir a area dos cortes ja corados, e por ultimo, a laminula foi sobreposta. A

andlise, investigagdo e interpretacdo da anatomia floral em geral, e para as estruturas
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anatomicas peculiares ao estudo, foram realizadas através da microscopia Optica, utilizando
o microscopio Olympus BXS1. As fotomicrografias dos cortes histoldgicos foram
registradas por uma cdmera Olympus DP70 acoplada ao microscopio Optico. Algumas
destas foram selecionadas para edi¢do pelo programa Adobe Photoshop CC e organizadas

para compor as pranchas de ilustragéo.

Resultados
Hevea brasiliensis
Flor pistilada (Fig. 1)

As flores pistiladas de Hevea brasiliensis sdo pediceladas (Fig. 1a—b). O perianto €
composto somente pelas cinco sépalas conatas (Fig. le—k). O nectario € inconspicuo e
restrito a base das sépalas (Fig. le—f). O gineceu ¢ composto por trés carpelos conatos no
ovario e estilete, e livres no estigma (Fig. 1li—k). Cada carpelo possui somente um 6vulo
anatropo com placentagdo apical (Fig. 1g—h). O estilete ¢ curto e o estigma ramificado (Fig.
1j-k).

O pedicelo ¢ vascularizado por um eustelo (Fig. 1b). Na base do receptaculo, trés
tragos migram para cada sépala. Os tragos laterais sdo compartilhados pela sépalas vizinhas
(Fig. 1c—e). Para o nectario, sdo emitidos dez tragos, cinco alternos e cinco opostos aos
tragos de sépalas (Fig. 1d—f). Para o gineceu, foram observados trés tragos (Fig. 1e—f). Cada
um destes tragos divide-se em trés resultando em carpelo vascularizados por um trago dorsal
e dois ventrais (Fig. 1f~h). Cada feixe ventral funde-se a outro ventral do carpelo vizinho
(Fig. 1f-1). No nivel da placenta, os feixes ventrais separam-se e fundem-se com outro
ventral, agora, do mesmo carpelo e divergem em dire¢do ao 6vulo (Fig. 1h). O estigma ¢

vascularizado somente pelo feixe dorsal (Fig. 1j—k).
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Flor estaminada (Fig. 2)

As flores estaminadas de Hevea brasiliensis sdo pediceladas (Fig. 2a-b) e seu
perianto é, também, composto somente pelas cinco sépalas conatas (Fig. 2e—k). O nectario
estd ausente (Fig. 2a—k). O androceu e gineceu s3o unidos (adnatos) ao androgindforo (Fig.
2a,g-k). O androceu € composto por dois verticilos de cinco estames cada (Fig. 2h-1). As
anteras sdo tetraesporangiadas com abertura longitudinal (Fig. 2j). O pistilodio € longo, ndo
possui 16culos nem diferenciacido em estilete e estigma (Fig. 2j—k).

O pedicelo ¢ vascularizado por um eustelo (Fig. 2b). Na base do receptaculo, trés
tragos migram para cada sépala e também os tragos laterais sdo compartilhados pelas sépalas
vizinhas(Fig. 2¢—f). Para o androceu, sdo emitidos dois verticilos de cinco tragos cada (Fig.
2g-h). O primeiro ¢ alterno as sépalas e o segundo € oposto a elas e alternos ao primeiro
(Fig. 2g-h). Cada estame recebe somente um trago (Fig. 1h—1). O pistilodio recebe dois

tragos que permanecem como feixes até o apice (Fig. 2h—k).

Manihot tripartita
Flor pistilada (Fig. 3)

As flores pistiladas de Manihot tripartita sdo pediceladas (Fig. 3a—b) com perianto
composto por somente cinco sépalas (Fig. 3d—g). O androceu possui dez estaminodios, cinco
alternos e cinco opostos as sépalas (Fig. 3d—g). O nectario € conspicuo e lobado. Seus lobos
sdo alternos e internos aos estaminodios (Fig. 3a—d). O gineceu € composto por trés carpelos
conatos ao longo do ovario e estilete e livres na altura do estigma (Fig. 3a, g—j). Cada léculo
possui somente um ovulo (Fig. 3g—i). O estilete ¢ curto e o estigma ramificado (Fig. 3a—k).

O pedicelo ¢ vascularizado por um sifonostelo (Fig. 3b). Na base do receptaculo, trés
tragos migram para cada sépala e, assim como em Hevea brasiliensis, os laterais sdo
compartilhados pelas sépalas vizinhas (Fig. 3c¢). Para os estaminddios, sdo emitidos dez

tragos, cinco alternos e cinco opostos aos tracos de sépalas (Fig. 3d-f). Em dire¢do ao
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nectario, partem ramificacdes dos tracos de estaminodios que se ramificam novamente
dentro do tecido secretor (Fig. 3d-f). Para o gineceu, sdo emitidos trés tracos que se
ramificam em trés gerando seis tragos (Fig. 3g—k). Cada carpelo recebe um trago dorsal e
dois ventrais (Fig. 3g-h). Cada feixe ventral funde-se a outro ventral do carpelo vizinho
(Fig. 3h). Na regido apical do ovério, os feixes ventrais separam-se € fundem-se com outro
ventral, agora, do mesmo carpelo e divergem em dire¢do ao 6vulo (Fig. 3i). O estigma ¢

vascularizado somente pelo feixe dorsal que se bifurca na regido apical do estilete (Fig. 3g—

h).

Flor estaminada (Fig. 4)

As flores estaminadas de Manihot tripartita também sdo pediceladas (Fig. 4a-b). O
perianto € composto somente pelas cinco sépalas conatas na base (Fig. 4e—i) e livres no
apice (4j—k). O nectario possui dez lobos assim como na flor pistilada (Fig. 4e-f). O
androceu ¢ composto por dois verticilos de cinco estames cada, o primeiro alterno e o
segundo oposto as sépalas (Fig. 4e-k). As anteras s@o tetraesporangiadas com abertura
longitudinal (Fig. 4g-k). O pistilodio ndo possui léculos nem diferenciagdo em estilete e
estigma (Fig. 4j—k).

O pedicelo ¢ vascularizado por um sifonostelo (Fig. 4b). Na base do receptaculo, trés
tracos migram para cada sépala e, assim como em Hevea e na flor pistilada de Manihot, os
tragos laterais sdo compartilhados entre as sépalas vizinhas (Fig. 4c—f). Para o androceu, sdo
emitidos dois verticilos de cinco tragos cada, um alterno e outro oposto as sépalas (Fig. 4d—
h). Cada estame recebe um trago (Fig. 4h—1). O nectario recebe ramifica¢des dos tragos de
estame que ainda se ramificam novamente dentro do tecido secretor e o vascularizam. O

pistilédio recebe dois tragos que permanecem como feixes até o apice (Fig. 4g—h).
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Discussiao

O monofiletismo em Euphorbiaceae s./. ndo se sustentou porque considerava em
todos seus representantes a presenca de um 6vulo por loculo (CHASE et al., 2002). Dessa
forma, a familia foi desmembrada e os individuos uniovulados permaneceram em
Euphorbiaceae s.s., enquanto aqueles que sdo biovulados passaram a fazer parte de
Phyllanthaceae e Picrodendraceae, todas essas familias pertencentes a Malpighiales (APG
IV, 2016). Ambas as espécies do nosso estudo Hevea brasiliensis e Manihot tripartita sao
uniovuladas, garantindo sua permanéncia no grupo das Euphorbiacae s.s.

Como resultados dessas modifica¢cdes na filogenia da ordem Malpighiales e o
surgimento de outros clados, os estudos do desenvolvimento floral sdo necesséarios para
esclarecer sobre suas estruturas, biologia e evolugdo (ENDRESS, 2011; ENDRESS et al,
2013).

A tribo Pereae de Euphorbiaceae s./ tinha um posicionamento basal dentro da
familia devido as flores unissexuadas e inflorescéncias em glomérulos (WEBSTER, 1994a,
1994b). Atualmente, essa tribo foi elevada a familia Peraceae, sendo conhecida por conter
pseudanto (DAVIS ef al., 2007, WURDACK E DAVIS, 2009). O estabelecimento de
Peraceae como familia foi considerado para reconhecer o monofiletismo em Euphorbiaceae
(STEVENS, 2014).

Em Euphorbiaceae, as flores ocorrem solitarias ou em inflorescéncias e sdo
geralmente unissexuais, ocupando posi¢do terminal, axilar ou lateral. As inflorescéncias
variam quanto a disposi¢do de suas flores em cimosa, tirsiforme, paniculada, racemosa ou
pseudanto com duas brécteas involucrais como em Dalechampia ou pseudanto do tipo
ciatico com bracteas conatas, em Euphorbia (HURBATH et al., 2016). Nesse ultimo caso, o
pseudanto € o conjunto de flores estaminadas reduzidas em estames e somente uma flor

pistilada no centro da inflorescéncia, representando a sinapomorfia que sustenta o
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monofiletismo do género Fuphorbia (HORN et al. 2012; DORSEY ef al. 2013; HURBATH
etal., 2016).

Nas subfamilias de Euphorbiaceae s.s., o pseudanto ocorre em Dalechampia
(Acalyphoideae) e FEuphorbia (Euphorbioideae), mas ndo ocorre em Joannesia
(Crotonoideae) e Cheilosa (Cheilosoideae) (WURDACK ef al., 2005; HURBATH et al,
2016). O estudo da filogenia mostra as relagdes entre as subfamilias em que Acalyphoideae
e Cheilosoideae sdo mais basais, enquanto Crotonoideae ¢ intermediaria e Euphorbioideae ¢
a mais derivada (WURDACK et al., 2005). Na evolugdo da ordem Malpighiales € possivel
que a reducgdo floral tenha acontecido pelo menos uma vez em Euphorbiaceae e outra em
Peraceae (WURDACK et al., 2005, PRENNER E RUDALL, 2007, WURDACK E DAVIS,
2009). A complexidade da reducdo floral em M. mripartita e H. brasiliensis nao resultou na
formacdo de pseudantos do tipo ciatico. Apesar do perianto ser incompleto nas flores
estaminadas e pistiladas, nenhum dos morfos florais esta reduzido apenas ao seu orgio
reprodutivo e também ndo se apresentam circundados por um invélucro (PRENNER ez al.,
2011). As inflorescéncias de ambas as espécies sdo paniculas determinadas, em que a flor
pistilada monoclamidea ocupa o apice do eixo principal.

Crotonoideae ¢ composta por mais de 2000 espécies, divididas em 12 tribos e 68
géneros, dos quais os mais representativos sdo Crofon, Jatropha e Manihot (STEVENS,
2014). A presenca do pdlen crotonoide e de laticiferos eram consideradas sinapomorfias, o
que ndo se confirmou por meio de estudos moleculares (WURDACK ef al, 2005).
Entretanto, a presenca de vascularizagdo no tegumento interno do évulo € considerada uma
sinapomorfia dos crotonoides (TOKUOKA E TOBE, 1998, WURDACK er al., 2005;
TOKUOKA, 2007). Em H. brasiliensis e M. tripartita, o tegumento interno do ovulo €
vascularizado pelo feixe ovular, que € uma ramificagdo do feixe vascular ventral do carpelo.

A maioria das angiospermas apresenta o perianto composto por dois verticilos com

posi¢des definidas e geralmente, diferenciados pela cor, morfologia, fungdes, padroes de
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desenvolvimento (ENDRESS, 1994) e vascularizagdo (PURIL 1951, ENDRESS, 1994;
BACHELIER E ENDRESS, 2009). Em Euphorbiaceae, geralmente as flores sdo
unissexuadas, mas podem ser bissexuadas e, em ambas as pétalas sdo os 6rgdos que mais
estdo ausentes ou reduzidos (RADCLIFFE-SMITH, 2001).

Nas Euphorbiaceae, em geral, o perianto pode ser completo ou ndo (DE-PAULA ef
al., 2010), e no caso de H. brasiliensis e M. tripartita, apenas o calice estd presente e ndo ha
vestigio da formagdo de pétalas. Mesmo que mudangas ocorram na morfologia externa de
uma flor, os feixes vasculares sdo caracteres muito mais conservados durante a evolugdo das
flores (HENSLOW, 1888; ARBER, 1931). Entretanto, no caso dessas espécies, os tracos de
pétalas também ndo foram conservados.

As Malpighiales tem inflorescéncias que podem ter morfologia bastante
diversificada, sendo grande e elaborada como as flores em Passifloraceae, ou reduzida como
¢ o pseudanto em Euphorbiaceae (STEVENS, 2001). Em estudos sobre pseudanto, observa-
se a condi¢do do perianto ser ausente ou ter presenca vestigial nas flores que compdem essa
inflorescéncia (PRENNER ez a/., 2011; PRENNER E RUDALL, 2007).

CUCO (1997) observou que H. brasiliensis possui uma flor bissexuada no apice da
panicula determinada. DORNELAS E RODRIGUEZ (2005) confirmaram a presenca de
flores bissexuadas e estudando as flores de clones dessa espécie, analisaram que a
diferenciagdo dos meristemas florais ocorre de forma centripeta e que dois primoérdios de
tépalas marcavam o inicio da diferenciagio.

Nao verificamos a formacdo de tépalas em H. brasiliensis e M. tripartita,
entretanto, observamos que as cinco sépalas sdo vascularizadas por trés feixes e que os
tracos de sépalas foram os primeiros a se diferenciarem no sifonostelo. Diferente das sépalas
que sdo irrigadas por trés feixes vasculares, as pétalas apresentam apenas um feixe que pode
se bifurcar mais de uma vez em todo o comprimento da lamina (PURIL 1951; ENDRESS,

1994). Portanto, a analise da morfologia externa de sépalas e pétalas ndo seria suficiente
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para a identificagdo desses orgdos florais (ENDRESS, 1994). O surgimento tardio das
pétalas pode explicar a sua variabilidade morfoldgica e sua origem a partir de outros
elementos florais, tais como de estames com os quais as pétalas compartilham semelhangas
ontogenéticas e anatdomicas (KOSUGE, 1994).

O género Hevea possui inflorescéncias pseudopaniculadas ou cimosas, sendo a
maioria das flores estaminadas com 5-10 estames adnatos ao pistilodio, e que a uma Unica
flor feminina ocupa posi¢do central no apice do eixo principal (RADCLIFFE-SMITH,
2001). Nossos resultados confirmam essa descricdo, em que H. brasiliensis tem
inflorescéncia do tipo panicula, uma flor pistilada, monoclamidea com sépalas conatas na
base e apice imbricado, tricarpelar e carpelos que sdo vascularizados por feixes ventral e
dorsal.

O género Manihot apresenta inflorescéncias do tipo racemo ou panicula,
geralmente monoicas e diclinas, com flores apétalas e uma flor feminina basal
(RADCLIFFE-SMITH, 2001). Em Manihot utilissima, a flor feminina ¢ vascularizada: 5-
sépalas por trés feixes cada, 3- carpelos por trés feixes, disco nectarifero 10- lobulado por
ramifica¢des dos feixes de estaminddios e 10- estaminodios com um feixe cada. A flor
masculina n3o possui estaminodios, assim, o disco nectarifero € vascularizado por
ramificagdes dos 10-feixes dos estames que se originam direto do eustelo (TOLEDO, 1963).
O padrao de vascularizagdo dos 6rgaos florais foi o mesmo em M. tripartita, o que se
confirmou quanto a vascularizacdo das sépalas, estames, carpelos, estaminodios e disco
nectarifero.

O padréo de vascularizagdo no calice, androceu e gineceu apresentado por ambas as
espécies estudadas neste trabalho, segue o plano fundamental proposto por Puri (1951),
baseado em uma flor pentaciclica, considerando os verticilos: 1-sépala, 1-pétala, 2-estames e

I-carpelo. Esse modelo de anatomia vascular em que sépalas, pétalas, estames e carpelo,
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possuem 3, 1, 1 e 3 tragos vasculares, respectivamente, ¢ adotado para as Angiospermas
(PURLI, 1951; ENDRESS, 1994; BACHELIER E ENDRESS, 2009).

Ao contrario dessas estruturas florais que tem uma posi¢do conservada no grupo
das Angiospermas, os nectarios podem ocupar diferentes posi¢des na planta e se desenvolver
na superficie ou internamente aos outros orgdos florais (FAHN, 1979; SIMPSON E NEFF,
1983). Quanto a origem de nectarios florais, pode ser carpelar (WOODSON & MOORE,
1938; FAHN, 1979), receptacular (MARTINS, 2008), petalar (NARAYANA ef al., 1986) e
estaminal (CREPET E NIXON, 1996). Os nectarios podem derivar de bracteas, que sdo
estruturas anatomicamente semelhantes e exercem a protecdo das flores e inflorescéncias,
principalmente quando o perianto esta ausente ou reduzido (GAGLIARDI ef al., 2016). A
origem de nectarios a partir de pétalas foi sugerida em Croton triqueter e Croton fuscescens,
onde os tragos de sépalas sdo alternos aos tragos dos lobos dos nectarios (DE-PAULA ef al.,
2010).

A presenca de nectarios ja foi descrita para as flores estaminadas de H. brasiliensis,
mas essas estruturas ndo foram identificadas nas flores pistiladas (RADCLIFFE-SMITH,
2001; GOUVEA, 2009). Ao contrario disso, observou-se na flor pistilada, a existéncia de
nectarios, cujos tragos vasculares sdo alternos e opostos aos tragos das sépalas, sugerindo
que os nectarios estdo ocupando a posi¢do de estames. Essa alternancia entre os tragos de
sépalas e dos dois verticilos de estames esta apresentada no modelo de vascularizagdo
(PURL 1951). Em Croton sarcopetalus, além dos nectarios vascularizados com origem a
partir do verticilo interno de estames, ha outro verticilo secretor, formado por estruturas
filamentosas, cuja a origem ¢ petalar (DE-PAULA ef al., 2010). Entretanto, como a flor
estaminada de H. brasiliensis ndo apresentou nectario, permite a interpretacdo que 0s
nectarios presentes somente na flor pistilada sdo estruturas homologas aos verticilos de

estames.
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NAIR E ABRAHAM (1962) identificaram em flores pistiladas do género Hevea,
algumas estruturas filamentosas que s@o vascularizadas, classificando-as como
estaminddios. Normalmente, os nectarios s3o vascularizados por proeminente sistema
vascular para conducdo de néctar (ENDRESS, 1994; GAGLIARDI et al., 2016), o que
refor¢a que as estruturas vascularizadas apresentadas pela flor pistilada de H. brasiliensis
sd0 nectarios.

A presenca de disco nectarifero inteiro e lobado ¢ uma caracteristica do género
Manihot, embora M. sparsifolia tenha um nectario composto por glandulas livres derivadas
de pétalas (HURBATH ef al., 2016). Em outros géneros de Euphorbiaceae, os nectarios ja
receberam classificacdes como sendo estaminodios (MICHAELIS, 1924) ou discos
nectariferos (CARUZO E CORDEIRO, 2007), antes mesmo de ter uma origem definida
(DE-PAULA ef al, 2010). Nas analises de anatomia vascular floral de M. tripartita,
constatou-se a auséncia de pétalas e a presenca de disco nectarifero em ambos os morfos,
enquanto, os estaminddios estdo presentes somente nas flores pistiladas. Por meio dessa
interpretacdo, sugere-se que os estaminddios ndo tenham origem petalar.

RADCLIFFE-SMITH (2001) descreveu para a flor estaminada de Manihot, a
inser¢do de estames entre os lobos do disco nectarifero, sendo a mesma posigdo identificada
para os estames de M. fripartita. Tanto estaminddios como estames dos morfos diferentes
sdo vascularizados por um feixe cada, sendo os tragos vasculares dessas estruturas que
ramificam-se para vascularizar os nectarios, assim como foi descrito para as flores de M.
utilissima (TOLEDQ, 1963).

Nas Crotonoideae, a posi¢do alterna ¢ a mais frequente entre o ciclo externo de
estames e sépalas (DE-PAULA et al., 2010). Em M. tripartita, os estames ocorrem em dois
ciclos que alternam entre si, sendo o primeiro alterno as sépalas. Ja os estaminodios estdo
distribuidos no mesmo plano transversal, mas em relagdo as sépalas, alguns estdo alternados

e outros opostos. Foi possivel observar que os tracos de estaminodios ndo emergem
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simultaneamente, sendo que aqueles alternos as sépalas foram os primeiros a se
desenvolverem e vascularizar os orgdos. Portanto, sugere-se que todos esses estaminodios
tenham a origem estaminal, formando um verticilo completo de estaminodios a partir de
estames que tornaram-se estéreis (RONSE DECRAENE E SMETS, 2001), tanto no caso de
H. brasiliensis quanto em M. tripartita.

Nos nectarios da flor de M. utillissima, existe uma grande quantidade de laticiferos
associados principalmente aos feixes vasculares que se ramificam até o nectario (TOLEDO,
1963). Os laticiferos também estdo distribuidos por outros 6rgdos, como bracteas, pétalas e
sépalas (GAGLIARDI ef al., 2016). A presenca ou auséncia e os tipos de laticiferos foram
caracteristicas importantes para a organiza¢do das subfamilias de Euphorbiaceae (RUDALL,
1987; WEBSTER, 1994a; GAMA et al., 2016).

Os laticiferos sdo estruturas simples ou compostas que secretam latex, classificados
como inarticulados e articulados, respectivamente (EVERT, 2006; ALDHEBIANI E JURY,
2013). Nas subfamilias de Euphorbiaceae, podem ocorrer os laticiferos articulados e/ou
inarticulados. A ocorréncia dos laticiferos inarticulados € a mais comum em espécies das
familias Apocynaceae, Euphorbiaceae, Moraceae e Urticaceae (KHAN, 2001),
caracterizados como um conjunto ramificado de células longas (DUSSOURD E DENNO,
1991; KHAN, 2001; PICKARD, 2008).

Nas flores de H. brasiliensis e M. tripartita, foram identificadas duas estruturas
morfologicamente diferentes, os laticiferos e os nectarios, porém relacionadas quanto a
anatomia glandular. Geralmente, sdo conhecidas como estruturas secretoras e tem func¢des
de proteg¢do e atragdo, o que pode significar a garantia do desenvolvimento de flores e
inflorescéncias e o sucesso na polinizagdo (GAGLIARDI ef al., 2016). Contudo, ha outros
casos, em que o nectario na base do ovario ndo tem atividade secretora (LIN E

BERNARDELLO, 1999).



26

Os nectarios florais podem produzir néctar que serve de recompensa aos
polinizadores (BEATTIE E HUGHES, 2002; VARASSIN ef al, 2012). Em Croton
suberosus, ha uma interag@o inseto-planta, em que as vespas polinizam e defendem as flores
contra a herbivoria (NARBONA E DIRZO, 2010). Nas flores pistiladas de C. sarcopetalus,
o nectario floral continua produzindo néctar durante o amadurecimento do fruto (FREITAS
etal., 2008).

Os nectarios em H. brasiliensis e os estaminodios em M. tripartita de flores
pistiladas, compartilham a mesma origem, posi¢do e vascularizagdo dos verticilos de
estames da flor estaminada. Entretanto, esses novos 6rgdos florais ndo assumem a mesma
morfologia externa de estames, porque podem realizar fungdes diferentes destes. A
formacgdo de estaminddios podem ser entendida como a modificagdo de estames em formas
especializadas ou como a regressdo de estames em orgios vestigiais (RONSE DECRAENE
E SMETS, 2001). O proprio estaminodio pode estar em diferentes estagios de redugdo ou ja
assumir a condicdo de estaminddio vestigial (PENNINGTON, 1991), retendo a
vascularizagdo do 6rgdo de origem, ou ndo, nesse caso, porque o feixe ndo atinge o 6rgido ou

jé foi perdido (ARBER, 1933; RAGHAVAN, 1939).

Consideracoes Finais

Este trabalho contribuiu para o esclarecimento das investigagdes sobre a
homologia, disposicdo e vascularizacdo dos verticilos florais. Entretanto, ainda sdo
necessarios mais estudos baseados na morfologia e anatomia vascular para que toda esta
familia seja contemplada.

As evidéncias morfoldgicas, as modificagdes estruturais e a manutencdo de
caracteristicas do sistema vascular revelam a histéria evolutiva dessas espécies de
Euphorbiaceae, colaborando para a solugdo e descobertas de padrdes que essa familia esta

assumindo ao longo da evolugao.
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O desenvolvimento floral estudado por meio da Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) podera explicar e confirmar a posi¢do e organizagdo que surgem os verticilos florais
nas flores de M. wipartita e H. brasiliensis. Por meio do MEV, a morfologia externa pode

ser o foco de um estudo para evidenciar e caracterizar esses verticilos.
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Figura 1. Flor pistilada de Hevea brasiliensis em se¢des longitudinal (a) e transversais (b—
k). a. Aspecto geral, mostrando as regides em que as sec¢des transversais foram realizadas.
b. Pedicelo vascularizado por um sifonostelo. ¢—f. Receptaculo. c—e. Note a divergéncia dos
tragos vasculares que suprem o calice, os nectarios e o gineceu. e. Regido apical mostrando a
divergéncia dos tragos para os nectarios e para o gineceu. f. Nectario com dez lobos, note
que cada lobo recebe um trago vascular. g. Regido mediana do ovario, onde se observavm os
feixes ventrais fundidos. h. Regido apical do ovario, mostrando a divergéncia dos tragos
ovulares. i. Estilete, que € irrigado somente pelo feixe dorsal. j. Base do estigma, ilustrando
a divisdo dos feixes dorsais. k. Regido mediana do estigma. eg, estigma; es, estilete; fd,
feixe dorsal; fn, feixe de nectario; fv, feixe ventral; ne, nectario; oa, ovario; ov, évulo; pe,
pedicelo; te, trago carpelar; tn, trago de nectario; to, trago ovular; te, tragos do calice; ca,

calice. Barras de escala: 300um.
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Figura 2. Flor estaminada de Hevea brasiliensis, em se¢des longitudinal (a) e transversais
(b-k). a. Aspecto geral, mostrando a regido em que as sec¢des transversais foram realizadas.
b. Pedicelo vascularizado por um eustelo. ¢—f. Receptaculo. g. Base do androginoforo,
mostrando a divergéncia de dois verticilos de tragos para os estames e um para o pistilodio.
h. Primeiro verticilo de estames que sdo alternos as sépalas. i. Segundo verticilo de estames
que s3o alternos ao primeiro e opostos as sépalas. j. Regido livre do androginoforo. k.
Regido apical do androgindforo. 1te, trago para o primeiro verticilo de estames; 1ve,
primeiro verticilo de estames; 2te, traco para o segundo verticilo de estames; 2ve, segundo
verticilo de estames; ag, androgindforo; an, antera; ca, calice; pe, pedicelo; pi, pistilodio;

se, sépala; tc, trago carpelar; ts, trago de sépala. Barras de escala: 300um.
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Figura 3. Flor pistilada de Manihot tripartita em secgdes longitudinal (a) e transversais (b—
k). a. Aspecto geral, mostrando a regido em que as sec¢des transversais foram realizadas. b.
Pedicelo vascularizado por um sifonostelo. e¢—d. Receptaculo. ¢. Regido basal, note a
divergéncia dos tragos medianos e laterais de sépalas. d. Regido mediana, mostrando a
divergéncia dos tragos dos estaminodios. e. Androginoforo, note que os tragos dos nectarios
sdo internos e opostos aos tragos dos estaminddios. f. Regido apical, note que os tragos dos
nectarios sdo ramificados. g—i. Ovario. g. Regido basal, mostrando os tragos dorsal e ventrais
dos carpelos. h. Regido mediana. i. Regido apical, note a divergéncia dos tragos ovulares. j.
Estilete. k. Estigma, mostrando a bifurca¢do do feixe dorsal. ea, estaminodio; eg, estigma;
es, estilete; fd, feixe dorsal; fv, feixe ventral; ne, nectario; oa, ovario, ov, ovulo; pe,
pedicelo; se, sépala; te, traco de estaminddio; tn, traco de nectario; to, trago de ovulo; ts,

traco de sépala. Barras de escala: Imm a—i, 600um j, 300um k.
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Figura 4. Flor estaminada de Manihot tripartita em sec¢des longitudinal (a) e transversais
(b-k). a. Aspecto geral, mostrando a regido em que as sec¢des transversais foram realizadas.
b. Pedicelo vascularizado por um sifonostelo. b—d. Receptaculo. ¢. Base do receptaculo,
mostrando a divergéncia dos tracos do calice, trés para cada sépala. d. Regido apical, note a
presenca de nectarios ndo vascularizados e a divergéncia dos tracos do primeiro verticilo de
estames que sdo alternos as sépalas e—f. Regido basal do androceu, mostrando os nectarios e
a divergéncia do segundo verticilo de estames. g. Regido basal do pistilodio, note a
divergéncia dos tragos carpelares. h. Regido apical do pistilodio. i-k. Regido mediana da
flor mostrando a organizagdo do androceu, note que o primeiro verticilo de estames € curvo
no botdo floral. ca, célice; 1te, traco para o primeiro verticilo de estames, 1ve, primeiro
verticilo de estames; 2te, trago para o segundo verticilo de estames; 2ve, segundo verticilo
de estames; an, antera; ne, nectario; pi, pistilodio; se, sépala; te, trago carpelar; ts, tracos de

sépala. Barras de escala: 300pum.



