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RESUMO

O presente trabalho consiste no estudo de delimitacdo especifica de Croton muscicapa Mull.
Arg. e Croton longibracteatus Mart. Gord. & de Luna, pertencentes ao género Croton L., um
dos maiores de Euphorbiaceae. Foi analisada a diferenciagéo e as relacOes entre essas duas
espéecies e morfotipos associados ocorrentes ao longo da Cadeia do Espinhaco e areas
adjacentes no Brasil. Para isso, foram previamente analisadas amostras das duas espécies em
herbario e coletadas 11 populacbes que correspondem a cinco grupos morfolédgicos, sendo
aplicados diferentes métodos de analise. Os morfotipos foram inicialmente testados através
de morfometria tradicional uni e multivariada, envolvendo 37 variaveis vegetativas e florais.
Também foram realizadas andlises de estruturacdo e variabilidade genética a partir de
marcadores moleculares ISSR, e sendo selecionados os oito primers mais variaveis e obtidas
116 loci polimorficos. Dados de anatomia e micromorfologia foliar também foram obtidos
para representantes das 11 populaces, através de microscopia Optica e microscopia eleténica
de varredura, respectivamente. A partir das amostras analisadas, observou-se que os
caracteres vegetativos sdo muito mais variaveis que os reprodutivos e menos informativos
para fins taxondmicos nesse grupo. Do ponto de vista genético, as populacdes demonstraram
alta estruturacdo e baixa variabilidade. Através dessas diferentes linhas de evidéncia, foram
confirmados quatro grupos bastante distintos, dois deles correspondendo a C. muscicapa e C.
longibracteatus, restritas a Chapada Diamantina e areas adjacentes, no estado da Babhia,
Brasil. Duas novas espécies sdo propostas (C. aemulus Barbosa & Carn.-Torres e C.
graomogolensis Barbosa & Carn.-Torres), endémicas da regido norte de Minas Gerais. Estas
espécies podem ser separadas especialmente por indumento no limbo, quantidade e
comprimento de glandulas na margem do limbo, comprimenro das flores pistiladas e
estaminadas e quantidade de estames. Croton aemulus corresponde a um hibrido natural,
confirmado pelo pool génico compartilhado entre C. longibracteatus e C. graomogolensis. E
apresentada uma recircunscri¢do para C. muscicapa e C. longibracteatus, além de descricdes,
chaves para identificacdo, ilustracdes, fotografias, mapas de distribuicdo e comentarios gerais
para todas as espécies. Com base nos caracteres anatdbmicos e micromorfoldgicos, essas
quatro espécies apresentam alguns caracteres compartilhados, mas diferem pela posicdo dos
estdbmatos, superficie do peciolo, comprimento das glandulas da margem do limbo e a
guantidade de compostos secundarios. As duas novas espécies sao consideradas ameacadas de
extincao, de acordo com os critérios da IUCN.

Palavras-Chave: Croton, delimitacdo, morfologia, genética



ABSTRACT

The present work consists in the specific delimitation study of Croton muscicapa Mill. Arg.
and Croton longibracteatus Mart. Gord. & de Luna, belonging to Croton L., one of the
biggest genus of Euphorbiaceae. It was analyzed the differentiation and the relations between
these two species and associated morphotypes occurring along Espinhaco Range and adjacent
areas in Brazil. For this purpose, samples of two species from herbarium were previously
analyzed and 11 populations were collected, which correspond to five morphological groups,
being used different methods of analysis. Morphotypes were tested by traditional uni and
multivariated morphometrics involving 37 vegetative and floral variables. In addition,
analyses of structuring and genetic variability using ISSR markers were realized, selecting the
eight most variable primers and obtained 116 polymorphic loci. Foliar anatomy and
micromorphology data was obtained from representatives of the 11 populations by optical and
scanning electronic microscopy, respectively. Based on analyzed samples, it was observed
that vegetative characters are much more variable than reproductive ones and are less
taxonomically informative in this group. From the genetic point of view, the populations
demonstrated high structuring and low variability. These different lines of evidence confirmed
four distinct groups, two corresponding to C. muscicapa and C. longibracteatus, restricted to
Chapada Diamantina and adjacent areas in Bahia, Brazil. Two new species are proposed (C.
aemulus Barbosa & Carn.-Torres and C. graomogolensis Barbosa & Carn.-Torres), endemic
to North of Minas Gerais. These species can be separated principally by limb indumentum,
quantity and length of glands in the limb margin, length of pistillate and staminate flowers
and amount of stamens. Croton aemulus corresponds to a natural hybrid, confirmed by the
genetic pool shared between C. longibracteatus and C. graomogolensis. It is presented a
recircumscription for C. muscicapa and C. longibracteatus, besides descriptions, key for
identification, illustrations, photos, distribution maps and general comments for all species.
The four species share anatomical and micromorphological characters, however, differs by the
position of stamens, petiole surface, length of glands in the limb margin and quantity of
secondary compounds. The two new species are considered as endangered, according to
IUCN criteria.

Key words: Croton, delimitation, morphology, genetic
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14

INTRODUCAO GERAL

A familia Euphorbiaceae ocorre predominantemente nas regifes tropicais e
temperadas de todo o planeta, possuindo cerca de 6.300 espécies que sdo distribuidas em 246
géneros (BERRY et al., 2005; HEYWOOD et al., 2007; WURDACK & DAVIS, 2009). No
Brasil a familia é representada por 948 espécies, que estdo agrupadas em 64 géneros,
encontrada em diferentes tipos de vegetacdo do pais, como Florestas, Cerrado, Caatinga,
Restinga, Pampa, Pantanal e Campos Rupestres (CARNEIRO et al., 2002; SECCO et al.,
2013; CORDEIRO et al. 2016). Euphorbiaceae € representada por arvores, arbustos, ervas ou
lianas e é uma das mais diversificadas e complexas familias de Angiospermas, pois apresenta
grande variacdo morfoldgica dos géneros e espécies, além de ampla distribuicdo geogréfica.
(CARNEIRO-TORRES, 2009; SECCO & BERRY, 2013).

No decorrer da histdrica taxondmica da familia, Webster (1975, 1994) propbés uma
classificacdo para Euphorbiaceae, subdividindo-a em cinco subfamilias, as quais foram
separadas pelo numero de 6vulos por loculo, presenca do latex, forma dos laticiferos e
morfologia do polen, em: Phyllanthoideae, Oldfieldioideae, Acalyphoideae, Crotonoideae e
Euphorbioideae, sendo que as duas primeiras possuem dois ovulos por l6culo e as demais
apenas um oOvulo. Porém, estudos filogenéticos baseados em dados moleculares foram
responsaveis por mudancas nessa circunscri¢cdo. No seu sensu stricto, a familia Euphorbiaceae
inclui apenas as linhagens com um O6vulo por léculo (Acalyphoideae, Crotonoideade,
Cheilosoideae e Euphorbioideae), sendo aquelas com dois dvulos por l6culo segregadas nas
familias Phyllanthaceae, Picrodendraceae, Peraceae e Putranjivaceae (WURDACK et al.,
2005 SECCO et al., 2012).

Souza & Lorenzi (2012), retrataram que a familia possui grande importancia
econbmica e ecologica. Dentre 0s géneros existentes para Euphorbiaceae, muitos se destacam
seja pelo nimero de espécies que apresentam ou pela utilidade que possuem. Em termos
mundiais, 0 género mais representativo é Euphorbia L. com ca de 1.600 espécies, seguido por
Croton L. com 1.300. Judd e colaboradores (2009) destacaram algumas espécies com
importancia econébmica, como: a seringueira (Hevea brasiliensis Willd. ex A. Juss.)
Miill.Arg.) na producdo de borracha, a mandioca (Manihot esculenta Crantz) na alimentacdo e
algumas especies de Euphorbia L., Jatropha L., Codiaeum Rumph. Ex A. Juss. e Acalypha L.

que sdo cultivadas como ornamentais.
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O género Croton, incluido na subfamilia Crotonoideae, possui uma distribuigcdo
pantropical e € um dos maiores da familia Euphorbiaceae, apresentando 1.300 espécies
(BERRY et. al., 2005), dentre as quais 311 ocorrem no Brasil, destas 249 sdo endémicas
(CORDEIRO et al. 2015). As espécies descritas para o Brasil incluem arvores, subarbustos a
ervas, sendo que a maioria delas é encontrada em vegetacGes abertas ou florestas secas, mas
podem ocorrer também em matas Umidas (CARNEIRO-TORRES, 2009)

Croton é considerado um "género gigante", por apresentar uma alta diversidade de
especies incluidas no The World Checklist and Bibliography of Euphorbiaceae, trabalho
apresentado por Govaerts et. al. (2000). Apesar da riqueza de espécies, 0 género ainda é
considerado pouco estudado no Brasil, sendo a revisdo mais conhecida para o pais a de Miller
(1873), na “Flora Brasiliensis”. Essa obra constitui o ponto de partida para realizacdo dos
estudos atuais, apesar de desatualizada devido as recentes sinonimizac6es, descricdes de
novas espécies e mudancas na circunscricdo do género (GUIMARAES & SECCO, 2010;
SECCO, 2009).

Segundo Lima & Pirani (2003) e Carneiro-Torres (2009), mesmo as especies sendo
consideradas muito polimorficas, o género pode ser reconhecido por possuir indumento com
tricomas tectores e/ou glandulares, simples, estrelados, lepidotos ou dendriticos, folhas
alternas, podendo conter glandulas nas margens e na base do limbo ou &pice do peciolo,
inflorescéncias espiciformes, com flores unissexuadas, geralmente em plantas mondicas, ou
raramente didicas, com uma ou varias flores por bracteas, sendo geralmente as flores
pistiladas na porcdo proximal da raque e as estaminadas na parte distal, pétalas das flores
pistiladas reduzidas ou ausentes, estames encurvados no botdo floral e grdos de podlen
esféricos, inaperturados, com ornamentacdo crotondide da exina.

Carneiro-Torres (2009) considerou que a maior dificuldade em se estudar Croton esta
justamente na circunscricdo da maioria de suas espécies, principalmente aquelas que
apresentam uma ampla distribuicdo geografica, que em geral sdo consideradas as mais
polimérficas. Esse fator levou, muitas vezes, a publicacdo de varios bindmios para a mesma
espécie, gerando assim muitos problemas de nomenclatura e de tipificacdo, que sdo dificeis de
solucionar. Esse fato também foi confirmado por Riina et. al. (2009), que afirmaram que a
taxonomia de Croton tem demonstrado ser complexa, ndo s6 devido ao tamanho do género,
mas também por possuir uma grande distribuicdo geogréafica e diversidade morfologica.

Estudos de levantamentos floristicos ja realizados no Nordeste Brasileiro indicam a
alta diversidade do género na regido, onde sdo registradas 118 espécies (CORDEIRO et al.,

2015), algumas ocorrendo em simpatria, florescendo em uma mesma epoca, mas sem possuir
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evidéncias claras de hibridizaco interespecifica (PORTO, 2007). Porém esses estudos ainda
s&o insuficientes para que se possam avaliar os limites especificos no género (PORTO, 2007).

Van Ee et al. (2011) propuseram uma nova classificacao para as espécies de Croton do
Novo Mundo com 31 secOes e dez subsecdes, muitas apresentando uma taxonomia confusa.
Entre essas espécies encontram-se Croton muscicapa Mull.Arg. (1873) e Croton
longibracteatus Mart. Gord. & De Luna (2005), préximas morfologicamente e
filogeneticamente em Croton secdo Barhamia (Klotzsch) Baill., subsecdo Barhamia
(Klotzsch) B.W. van Ee (VAN EE et al.,, 2011), juntamente com mais 17 espécies. As
espécies dessa secdo possuem indumento estrelado a glabro, folhas com margem serrilhadas
ou denteadas, sem glandulas na base do limbo com o &pice do peciolo, as estipulas, bracteas e
margem das sépalas das flores pistiladas glandulares com (3) 8-15 (20) estames (VAN EE et
al. 2011).

Em 1873 Miiller descreveu C. muscicapa, na Flora Brasiliensis com base no material
da Bahia, coletado na Serra do Gado Bravo, proximo a Villa Nova da Rainha, Martius 2260,
depositado no herbario M (acrénimos segundo THIERS, 2016). Segundo Lima & Pirani
(2003) e Carneiro-Torres (2009), essa espécie ocorre na Bahia e em Minas Gerais (Fig. 1), ao
longo da Cadeia do Espinhago, em florestas sazonalmente deciduais, cerrados de altitude,
campos limpos, florestas de grotdo, florestas de encosta e campos rupestres sobre solo
arenoso, entre 500 e 1.200 m de altitude, porém os espécimes da Bahia diferem bastante
daqueles de Minas Gerais. Essa espécie floresce de setembro a fevereiro e de maio a julho, e
frutifica de dezembro a fevereiro e de maio a julho.

Croton muscicapa (Fig. 2A-D) é uma espécie arbustiva a subarbustiva, com limbo
oval, apice de agudo a acuminado, base cordada, margem serrilhada com glandulas
estipitadas, as faces adaxial e abaxial sdo pubescentes a glabrescentes, o peciolo é pubescente
sem glandulas na base e as estipulas sdo transformadas em glandulas, semelhanca a um cacho
de uva. Suas inflorescéncias sdo terminais e continuas, com bracteas fimbriado-glandulosas,
as flores estaminadas possuem cinco sépalas e pétalas com 11 a 12 estames e as flores
pistiladas possuem cinco sépalas com forma lanceolada e margem glandulosa-estipitada, sem
pétalas, com ovario globoso e pubescente, estiletes unidos na base e tetrafidos. O Fruto é
verde-vinaceo, pubescente com sementes globosas e lisas (MULLER, 1873; CARNEIRO-
TORRES, 2009).

Martinez-Gordillo & de Luna (2005), descreveram C. longibracteatus com base no
material tipo de R. M. Harley et al. 22675, depositado no Herbario de Nova York (EUA),
coletado a 7-10 km de Seabra-Itaberaba oeste de Lencois, e em outros materiais coletados na
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Chapada Diamantina, Bahia, Brasil, identificados anteriormente como C. muscicapa. Para
esses autores C. longibracteatus é restrita ao estado da Bahia, onde ocorre em campos gerais €
campos rupestres sobre solo arenoso com afloramentos rochosos, entre 400 e 1.200 m altitude
e florescendo de fevereiro a dezembro (CARNEIRO-TORRES, 2009).

Croton longibracteatus (Fig. 2E-H) € um arbusto, viscoso, monoico, com limbo oval-
triangular e &pice de acuminado a cuspidado, base cordada, margem denticulada com
glandula, face adaxial esparso-pubescente a glabrescente e abaxial pubescente, esparso-
pubescente a glabrescente, peciolo esparso-pubescente a glabrescente e sem glandula,
estipulas inteiras, em formato lanceolado, com margem digitada glandular. A inflorescéncia é
terminal, continua com flores estaminadas no &pice e pistiladas na base e bracteas lanceoladas
com margem fimbriado-glandular. A flor estaminada possui cinco sépalas e pétalas e 11
estames e a flor pistilada com cinco sépalas, lanceoladas com margem glanduloso-estipitada,
e sem pétalas, com ovéario globoso e pubescente. O Fruto é verde-vinaceo e pubescente, as
sementes sdo subglobosas (MARTINEZ-GORDILLO & DE LUNA, 2005; CARNEIRO-
TORRES, 2009).

Para Martinez-Gordillo & de Luna (2005), C. longibracteatus difere de C. muscicapa
(Fig. 2) por apresentar estipulas e bracteas maiores, sépalas da flor pistilada maiores e
acrescentes, e estames exsertos. No entanto, esses caracteres se sobrepdem ao longo da
distribuicdo geogréafica das espécies, como por exemplo, 0s estames exsertos e as sépalas
maiores nas flores pistiladas que também podem ser observados em C. muscicapa
(CARNEIRO-TORRES, 2009). Na descri¢do de C. longibracteatus, Martinez-Gordillo & de
Luna (2005) informam que as folhas sdo glabras, porém Carneiro-Torres (2009), analisando
um maior nimero de espécimes, observou materiais com limbo esparso-pubescente a
glabrescente. Dessa forma, existe a necessidade de estudos mais aprofundados nesse grupo,
para maior certificacdo na delimitacdo dessas espeécies.

Segundo Martinez Gordillo & de Luna (2005) C. longibracteatus e C. muscicapa sdo
espécies restrita a Bahia, Brasil, porém, Lima & Pirani (2003), Carneiro-Torres (2009) e
Cordeiro et al. (2015) ampliaram a ocorréncia dessas para o estado de Minas Gerais, Brasil
(Fig. 1).

Croton muscicapa e C. longibracteatus sdo semelhantes morfologicamente a outras
espéecies da secdo Barhamia. Segundo Carneiro-Torres (2009) C. muscicarpa € muito
semelhante a C. glutinosus Miill. Arg quanto ao habito e a forma das folhas, mas difere desta
por possuir folhas com base cordada. Para Martinez Gordillo & de Luna (2005), C.

longibracteatus esta relacionada a quatro especies, uma do Paraguai, C. perviscosus Croizat.
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que difere por possuir folhas elipticas ou obovadas, estipulas serradas e pedicelos das flores
pistiladas menores; e trés da Bahia, Brasil, C. muscicapa onde difere pelo formato das
estipulas que nesta ¢é arredondado, as bractéolas e as sépalas das flores pistiladas maiores e 0s
estames exsertos; C. glutinosus por possuir folhas com o apice agudo e as bractéolas com
glandulas somente na base; e de C. betulaster Mill. Arg. por apresentar o pice das folhas
arredondado e 14 a 18 estames.

Outra espécie semelhante morfologicamente a C. muscicapa é C. adenocalyx Baill. E
muito comum encontrar nos herbarios e banco de dados, espécimes de C. adenocalyx
identificadas como C. muscicapa, porém C. adenocalyx possui face adaxial pubescente,
estipulas fimbriado glandular e sepalas da flor pistilada com glandulas na margem sendo
longo estipitadas, enquanto C. muscicapa possui face abaxial pubescente a glabra, estipulas
glandulares semelhante a um cacho de uva e sépalas da flor pistilada com glandulas na
margem curto estipitadas. Além disso, C. adenocalyx ocorre nos estados do Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Sul e Sergipe (CARNEIRO-TORRES, 2009).

O fato de C. muscicapa e C. longibracteatus serem semelhantes morfologicamente a
outras especies faz com que ocorram muitas identificacbes equivocadas. A identificacdo
taxondmica é a base para diferentes trabalhos como floristica, fitossociologia, etnoboténica,
anatomia, fitoquimica, dentre outros, e quando ndo é realizada corretamente pode alterar 0s
resultados e as concluses dos trabalhos. Um exemplo disso é a descoberta de trés novos
alcaldides sesquiterpénicos do tipo guaiano, muscicapina A, B e C isolados das raizes do que
seria C. muscicapa (ARAUJO-JUNIOR, 2005). O voucher citado no trabalho, Agra 5995
coletado em Caicd, no Rio Grande do Norte e depositado no herbario JPB (acrbnimos
segundo Thiers 2016), acredita-se ser C. adenocalyx, que ocorre nos estados do Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Sergipe, enquanto C. muscicapa, espécie
semelhante morfologicamente, ocorre na Bahia e Minas Gerais (LIMA & PIRANI, 2003;
CARNEIRO-TORRES, 2009). Desse modo a substancia isolada e denominada “muscicapina”
estd associada a outra espécie, e ndo a C. muscicapa.

Outro exemplo € o estudo fitoquimico e de constituintes volateis de folhas de C.
muscicapa e C. glutinosus (GOMES, 2010). Nesse trabalho os autores informam que foram
isoladas quatro substancias das folhas de C. muscicapa, relatadas pela primeira vez na
espécie, porém a espécie utilizada no trabalho foi C. longibracteatus, e ndo C. muscicapa
como eles afirmaram. Dessa forma, existe a grande necessidade de estudar e conhecer a
delimitacdo dessas especies para que sejam esclarecidos os seus limites morfologicos e

facilite o reconhecimento das mesmas, evitando a identificagdo incorreta desses materiais.



19

H& muito tempo 0 homem procura entender e explicar a questdo da variabilidade dos
seres vivos, como 0s mesmos evoluiram e de que forma sua diversidade pode ser mensurada.
Neste sentido, pesquisadores do mundo todo utilizam marcadores (morfologicos e/ou
moleculares) para compreender a diversidade e estrutura das populacbes (ZUCCHI et. al.,
2011). Segundo Judd e colaboradores (2009), diferentes tipos de estudos podem confirmar
padrées de variacdo em plantas — especialmente morfolégicos, ecoldgicos, fenoldgicos e
genéticos. E ainda, assumem que o ponto de partida para estudar tais variacdes consiste em
acessar mais detalhadamente a heterogeneidade das populacdes, o que também € defendido
por outros autores que abordam a Biossistematica, a exemplo de Stace (1989).

Desde o principio do desenvolvimento da Historia Natural, um dos principais focos da
curiosidade cientifica esta relacionado a questdo das variacdes de forma e tamanho que sdo
observadas nos organismos na natureza. Muitas perguntas sao realizadas sobre o assunto (por
exemplo, “Por que algumas folhas sdo mais alongadas do que outras?”, “Por que algumas
populacdes apresentam tricomas ¢ outras nao?”..). Todos estes questionamentos estao
intimamente relacionados as mais variadas questfes, que vao desde o entendimento da
ecologia e distribuicdo dos diferentes grupos taxonémicos até os processos evolutivos
envolvidos no surgimento de espécies (MORAES, 2003).

Para entender essas questfes, 0s estudiosos sempre tentaram encontrar maneiras de
medir e quantificar estas diferencas na forma e no tamanho dos organismos e suas estruturas
(MORAES, 2003). Segundo Adames et. al. (2004), comparar as caracteristicas morfoldgicas de
organismos tem sido um elemento central da biologia durante séculos. A classificacdo
taxondmica de organismos, e compreensdo da diversidade biol6gica, foram ambas realizadas
com base nas descricbes das formas morfoldgicas, sendo que na atualidade também se
utilizam dados moleculares. Na década de 1960 e 1970, biometristas comecaram a utilizar
ferramentas de estatistica multivariada para descrever padr@es de variacdo da forma dentro e
entre grupos. Essa técnica hoje é chamada de morfometria tradicional ou morfometria
multivariada.

Rohlf (1990) denomina a Morfometria como a descricdo quantitativa, a analise e
interpretacdo da forma e variacdo em biologia, sendo uma area fundamental da pesquisa. Para
0 autor, sdo necessarias técnicas de descricdo e comparacdo de formas de estruturas que se
baseiam na morfologia dos organismos em qualquer estudo sistemético. Segundo Plotze
(2009), essas técnicas representam um novo paradigma para o estudo da evolugdo das formas
biologicas e suas correlagbes com outras varidveis. Diversas aplicagbes de morfometria

podem ser encontradas na area de ecologia, antropologia, boténica, entre outras.
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Estudos com variabilidade genética e morfologica tém sido muito Uteis na delimitacéo
de espécies de plantas (DUMINIL & DI MICHELE, 2009). Os caracteres morfoldgicos séo 0s
mais utilizados para definir se os individuos de uma determinada espécie séo
morfologicamente mais semelhantes entre si do que os individuos de outra espécie (JUDD et
al., 2009). Porém, nas Ultimas décadas os dados moleculares vém sendo utilizados para
auxiliar a delimitacdo das espécies baseadas apenas nas avaliacdes de carater morfoldgico
(DUMINIL & DI MICHELE, 2009).

O conhecimento da variabilidade genética que existe nas populacdes naturais é de
grande importancia para analisar a diversidade e obter informacGes sobre a evolucdo das
espécies. Sendo assim, é necessario entender como essa variacdo surge e como se distribui em
um contexto geografico. Para tanto, é necessario investir em ferramentas que acessem a
diversidade ocorrente nas populacfes, com objetivo de auxiliar na delimitacdo coerente das
espécies (BRAMMER, 2002; JUDD et al. 2009). Dessa maneira, 0s marcadores moleculares
em conjunto com as avaliacdes morfologicas sdo importantes ferramentas, realizando assim
um estudo da diversidade genética de populagdes de determinada espécie.

A estrutura populacional de uma espécie é resultado da agdo e das interacGes de uma
série de mecanismos evolutivos e ecol6gicos. Na caracterizagdo da estrutura populacional do
ponto de vista ecoldgico, procura-se determinar qual é a densidade populacional, a natureza
das relacBes entre os individuos e os diversos fatores ambientais, e as interacfes existentes
entre os individuos e as populagdes locais. A abordagem genética e evolutiva, por outro lado,
procura quantificar a variabilidade morfoldgica e quantitativa existente entre os individuos,
seu comportamento reprodutivo, os padrdes de fluxo génico, e as estratégias adaptativas aos
ambientes locais (MARTINS, 1987).

Segundo Ferreira & Grattapaglia (1998) as diversas técnicas de biologia molecular
estdo disponiveis hoje para a verificacdo e deteccdo da variabilidade genética ao nivel de
sequéncia de Acido Desoxirribonucléico (DNA). Guimaraes et.al. (2009) afirmaram que com
0 advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a manipulacdo do DNA,
culminando com o surgimento dos marcadores moleculares na década de 1980. Desde esse
acontecimento, esses marcadores tém acompanhado 0s avangos da era gendmica,
beneficiando-se da grande quantidade de informacOes de sequéncias de DNA disponiveis,
além de possuirem vantagens sobre os marcadores morfoldgicos, pois essa tecnologia fornece
um numero praticamente ilimitado de polimorfismos distribuidos aleatoriamente ao longo de

todo o genoma.
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O grande desenvolvimento tecnoldgico na area de marcadores moleculares tem sido
fascinante e extremamente rapido (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Com o advento
da tecnologia de Polymerase Chain Reaction ou Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
meados de 1980, novas perspectivas evoluiram para o campo da biologia molecular possuindo
grande impacto em varios programas em que a técnica é aplicada (HOSHINO et. al., 2012). A
técnica da PCR é uma reacdo que se baseia em ciclos repetidos de replicacdo in vitro da
molécula de DNA, onde cada nova molécula sintetizada em um ciclo é utilizada como molde
para o ciclo seguinte, onde resultard num aumento exponencial do numero de moléculas
(CAIXETA et. al., 2009).

Dentre os marcadores que utilizam a técnica de PCR, esta o Inter Simple Sequence
Repeats (ISSR), que utiliza um uUnico primer construido a partir de sequéncias de
microssatélites. As principais vantagens apresentadas por esses marcadores € a geracao de
grande nimero de bandas informativas por reacdo e o fato de ndo haver a necessidade de se
ter um conhecimento prévio de sequéncia de DNA para a construcdo do primer que sera
utilizado (FALEIRO, 2007). Os ISSR sdo marcadores dominantes, ou seja, ndo consegue
diferir os locos em heterozigose dos locos em homozigose.

Wolfe et. al. (1998) desenvolveram um trabalho de grande importancia para a area da
genética. Antes dessa pesquisa 0os marcadores ISSR eram restritos a estudos com espécies
cultivadas, porém com a realizacdo desse trabalho, ficou comprovado que também existe um
grande potencial desse marcador para estudos com popula¢des naturais possuindo uma gama
de aplicacbes através de um método que é tecnicamente vidvel e de baixo custo e é
extremamente Util para aplicagbes que vdo desde a genética da populacdo, estudos
sistematicos a estudos ecologicos.

Assim, tendo conhecimento da necessidade de aprofundamento nos estudos das
espécies, € de fundamental importancia o investimento em trabalhos que possam observar
diferentes populagbes de C. muscicapa e C. longibracteatus, a fim de avaliar seus limites
morfolGgicos e genéticos,. Com isso, pretendeu-se observar a diferenciacdo entre e dentro das
populacdes dessas espécies ao longo da sua distribuicdo, com base nos referidos marcadores,

a fim de contribuir para a delimitagéo das mesmas.
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Figura 1. Mapa de distribuicdo geografica das espécies Croton muscicapa Mull. Arg. e Croton
longibracteatus Mart. Gord. & De Luna abrangendo os estados da Bahia e Minas Gerais.
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Figura 2. Croton muscicapa Mill.Arg. A-B. Habito. C. Flores estaminadas. D. Botbes das flores
estaminadas e flores pistiladas. Croton longibracteatus Mart.-Gord. & de Luna. E-F Habito. G.
Inflorescéncia com flores pistiladas e bractéolas. H. Inflorescéncia com estames exsertos. Foto: D.S.
Carneiro-Torres, B.L. R. Barbosa.
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Capitulo 1

Diferenciacdo morfoldgica e genética entre Croton
muscicapa e C. longibracteatus (Euphorbiaceae) da Cadeia
do Espinhaco e areas adjacentes, Brasil: implicactes

taxondmicas e evidéncias de hibridacao

Esse artigo serd submetido a revista Plant Systematics and Evolution
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Resumo

O género Croton é o segundo maior e mais diverso de Euphorbiaceae e muitas das suas
espécies apresentam ampla variagdo nos caracteres vegetativos e florais. O presente trabalho
analisou a diferenciagéo e as relacdes entre C. muscicapa, C. longibracteatus e morfotipos
associados, pertencentes a secdo Barhamia e ocorrentes ao longo da Cadeia do Espinhaco e
areas adjacentes no Brasil. Foram coletadas 11 populages que correspondem a cinco grupos
morfologicos, os quais foram testados atraves de morfometria tradicional uni e multivariada,
envolvendo 37 variaveis. Esses dados foram comparados aos perfis genéticos obtidos através
de 116 loci polimorficos de marcadores ISSR. Os caracteres vegetativos foram muito mais
variaveis que os reprodutivos e menos informativos para fins taxonémicos. As populacdes
estudadas demonstraram alta estruturacdo e variabilidade baixa. Quatro grupos de populagdes
foram reconhecidos pelos dois conjuntos de dados, dois deles correspondendo a C. muscicapa
e C. longibracteatus, confirmadas como entidades taxondmicas distintas e endémicas da
Chapada Diamantina e areas adjacentes, Bahia. Os outros dois grupos de populac¢des incluem
dois morfotipos endémicos da regido norte de Minas Gerais, um de Grdo Mogol e
Serrandpolis e o outro de Jequitinhonha, e além da divergéncia morfoldgica e genética,
também diferem pelas condic¢des ecoldgicas, incluindo o tipo de vegetacdo e a altitude das
areas onde sdo encontrados. Para um deles a hipo6tese de hibridagao foi confirmada pelo pool

génico compartilhado entre C. longibracteatus e populacédo afim a C. muscicapa.

Palavras-Chave: Morfometria, Croton, variagdo, delimitacdo de espécies, diversidade
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Euphorbiaceae € considerada a maior familia da ordem Malpighiales (APG 1V 2016). Ocorre
predominantemente nas regibes tropicais e temperadas de todo o planeta e engloba ca. 6.300
especies, distribuidas em 246 géneros (Webster 1994, Wurdack e Davis 2009). No Brasil a
familia estad representada por 64 géneros e 948 especies, distribuidas em diferentes tipos de
vegetacdo (Cordeiro et al. 2015). Representa uma das principais familias da flora brasileira
(Lucena 2009, Sodré et al. 2014) e é extremamente diversificada, incluindo arvores, arbustos,
ervas ou lianas, geralmente com folhas alternas ou raramente opostas a verticiladas,
principalmente com ovario supero, trilocular e com um 6vulo por léculo (Secco et al. 2013).

Croton L. é o segundo maior e mais diverso género da familia (Webster 1993, Lima e
Pirani 2003), pertence a subfamilia Crotonoideae. Inclui mais da metade das espécies desse
grupo, cerca de 1.300 (Berry et al. 2005), ocorrentes em regides tropicais e subtropicais do
mundo (Webster 1993). Suas espécies geralmente sdo mondicas, raras didicas, com tricomas
muito variados (simples, estrelados, lepidotos e variagdes destes), as inflorescéncias contém
flores pistiladas na base e estaminadas no apice, os estames sdo encurvados no botéo floral e
as pétalas das flores pistiladas sao reduzidas ou ausentes (Secco e Berry 2013).

Euphorbiaceae tem sido historicamente considerada como uma familia bastante
complexa e Croton ¢ um bom exemplo de “género problema”, devido a ampla variagdo na
forma e comprimento das folhas, no indumento, aspectos da inflorescéncia e morfologia
floral, além da ampla distribuicdo geografica e o elevado numero de espécies. Por esse motivo
é taxonomicamente dificil e tem sido negligenciado em favor de géneros menores e com
delimitacdo mais clara (Burger e Huft 1995; Lima e Pirani 2008; Riina et al. 2009).

Uma das espécies desse género com limites imprecisos € Croton muscicapa Mill.
Arg., descrita por Miiller Argoviensis (1873) como parte da Flora Brasiliensis. A descrigdo
original foi baseada em um unico material (Martius 2260), coletado na "Serra do Gado

Bravo" (localizada no estado da Bahia, Brasil) e cujo holétipo esta depositado no herbario M
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(M-0089109). Lima e Pirani (2003) ampliaram os limites de distribuicdo de C. muscicapa até
Gréo Mogol e Jequitinhonha, cidades localizadas no norte de Minas Gerais, e reconheceram
diferencas em relacédo as populagdes da Bahia, principalmente relacionadas ao maior tamanho
das flores e das bréacteas, quantidade de glandulas nas margens das folhas, nas bracteas e nas
sépalas das flores pistiladas.

Martinez Gordillo e de Luna (2005) descreveram Croton longibracteatus Mart.Gor. &
de Luna, com base no material Harley 22675 coletado em Lencdis, Bahia, hol6tipo
depositado no herbario NY, com duplicatas em NMNH, UEC e CEPLAC (acronimos segundo
Thiers 2016). Como parte da descricao original, os autores ressaltaram que individuos dessa
espécie eram anteriormente identificados sob C. muscicapa, e ainda, que ambas seriam
restritas a Bahia, Brasil. Posteriomente, Carneiro-Torres (2009) e Cordeiro et al. (2015)
confirmaram a ocorréncia dessas espécies também no estado de Minas Gerais.

Segundo Martinez Gordillo e de Luna (2005), Croton longibracteatus difere de C.
muscicarpa por apresentar bracteas, estipulas e sépalas da flor pistilada maiores e flores
estaminadas com estames exsertos. Para Carneiro-Torres (2009), algumas dessas
caracteristicas se sobrepdem ao longo da distribuicdo geografica das duas espécies, a exemplo
dos estames exsertos e sépalas maiores nas flores pistiladas. Devido a tais variacdes, essa
autora comentou da necessidade de estudos mais aprofundados nesse grupo, para maior
certificacdo na delimitacdo dessas duas espécies.

As populacdes de Croton longibracteatus e C. muscicapa indicadas por Carneiro-
Torres (2009) para areas externas a Bahia foram oriundas exatamente da regido norte de
Minas Gerais, nos limites da Cadeia do Espinhaco ou em areas adjacentes a essa regido.
Variagdes no tipo de vegetacdo onde as populacBes ocorrem tambem tém sido observadas,
uma vez que C. muscicapa € indicada para &reas cobertas por florestas sazonalmente

deciduais, caatinga, cerrados de altitude, campos limpos, florestas de grotdo, florestas de
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encostas e campos rupestres, enquanto C. longibracteatus ocorre em areas de campos gerais e
campos rupestres (Martinez Gordillo & de Luna 2005; Carneiro-Torres 2009). Também tém
sido observados caracteres intermediarios entre algumas dessas populacGes levando-nos a
suspeitar da ocorréncia de hibridos entre as amostras, embora a hibridacdo ndo seja um
fendmeno tradicionalmente registrado em Croton.

Quantificar e compreender as causas da diferenciacdo populacional sdo tarefas
fundamentais na avaliacdo dos limites entre as espécies, incluindo o conhecimento dos niveis
de diferenciacdo entre e dentro das populacdes (Conesa et al. 2012). Nesse sentido, varios
conjuntos de dados podem ser empregados, sendo os morfométricos um dos mais utilizados
em plantas (Henderson 2006), fornecendo meios para descricdo quantitativa, analise e a
interpretacdo das variacfes da forma de certas estruturas (Rolfh 1990). Para Roth e Mercer
(2000) estudos a partir de descricbes quantitativas sdo capazes de reconhecer formas
intermediarias e julgar o grau de proximidade ou semelhanca entre as mesmas. Em
Euphorbiaceae, estudos envolvendo morfometria tém sido utilizados com o intuito de
observar diferencas e relacBes entre pares de espécies, sendo eficientes na resolucdo da
taxonomia em diferentes géneros, a exemplo de Euphorbia L. (Crompton et al. 1990),
Acalypha L. (Soladoye et al. 2008) e Jatropha L. (Kolawole et al. 2016), os quais sdo pouco
difundidos entre as espécies de Croton.

De maneira complementar, estudos de variabilidade genética também s&o ferramentas
importantes para compreender as variacfes nas populacdes e 0s processos evolutivos que
levam a diferenciacdo entre as espécies (Brammer 2002; Estopa et al. 2006; Silva 2008). Os
organismos de maneira individual diferem nas sequéncias de DNA que compreendem seus
genomas (Sunnucks 2000) e as propriedades genéticas de uma populacdo podem ser
modificadas por qualquer alteracdo que ocorra no processo de transmissdo dos genes de uma

geracdo para outra, gerando variagcdes que podem ser influenciadas pela historia de vida dos
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individuos, incluindo sucesso reprodutivo, migracao, tamanho da populacéo, selecao natural,
deriva genética e mutacdo (Sunnucks 2000; Salman 2007). Para que se realize esse tipo de
estudo, sdo utilizados marcadores moleculares que permitem que sejam geradas grandes
quantidades de informacdes sobre a identidade genética e variabilidade em cada populacdo
(Faleiro 2007). Entre os marcadores mais utilizados, os ISSRs (Inter Simple Sequence
Repeats, ver Wolfe et al. 1998) tém claramente um grande potencial em estudos de
populacdes naturais de plantas. Trabalhos utilizando marcadores ISSRs também tém sido
usados com sucesso em Euphorbiaceae, a exemplo do género Plukenetia L. (Rodriguez et al.
2010; Ocelak et al 2015) e também em Croton (Lira Neto 2011; Rocha et al. 2016), mas
nenhum estudo similar enfocou o grupo aqui em questéo.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as variacdes existentes entre
Croton muscicapa e C. longibracteatus, através de uma abordagem em nivel populacional. O
estudo emprega métodos de morfometria e marcadores ISSR visando compreender: 1) Se
existe diferenciacdo substancial e quantificavel entre as populacdes analisadas; 2) Quais sdo
as suas relacdes, tanto do ponto de vista morfolégico quanto genético; 3) Quais sdo 0s
principais caracteres morfoldgicos e/ou ecoldgicos que definem os grupos formados; 4) Quais
sdo os limites da distribuicdo geografica de cada um deles; e 5) Se os morfotipos que

apresentam caracteres divergentes correspondem a novas entidades taxonémicas.

Material e Métodos

Coleta e obtencdo das amostras. Foram coletados individuos de onze popula¢es em areas ao
longo da distribuicdo conhecida das espécies na Cadeia do Espinhaco, desde o estado da
Bahia até o norte de Minas Gerais (Tab. 1, Fig. 1). As localidades visitadas foram escolhidas a

partir das coordenadas geograficas encontradas nas exsicatas analisadas no herbario da
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Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS, acrénimo segundo Thiers 2016) e do site
do Species Link (http://splink.cria.org.br/).

As populacdes amostradas foram distribuidas em cinco grupos, baseados em caracteres
morfologicos (Tab. 1; Fig. 2). Um deles englobou as popula¢cdes mais similares ao material
tipo de C. muscicapa (CM1, CM2, CM3); outro envolveu cinco populaces semelhantes ao
material tipo de C. longibracteatus (CL1, CL2, CL3, CL4 e CL5). As outras trés populacdes
correspondem a morfotipos que diferiram desses dois padrdes, um deles englobando apenas a
populacdo CAM1, morfologicamente relacionada a C. muscicapa, porém com pilosidade
destacada nos oOrgdos vegetativos e florais; outro englobou apenas a populacdo CAM2,
também similar a C. muscicapa, mas diferindo pela distribuicdo geografica e maior numero
de estames; e o ultimo morfotipo incluiu a populacdo CAL, morfologicamente intermediaria
entre C. muscicapa e C. longibracteatus e também diferindo em sua distribuicdo geografica.

Um total de 163 individuos férteis foi coletado, sendo 15 de cada populacdo, com
excecdo da CAM2, com apenas 13 amostras. Folhas jovens de todos os individuos das onze
populacdes também foram coletadas e armazenadas em silica gel, visando o desenvolvimento
das analises genéticas. Todos o0s materiais coletados foram submetidos a técnicas
convencionais de coleta e herborizacdo (Mori et al. 1989), e posteriormente depositados na
colecdo do HUEFS. As analises morfométricas foram realizadas no Laboratério de
Taxonomia Vegetal (TAXON) da UEFS, e as andlises genéticas no Laboratério de
Sistematica Molecular de Plantas (LAMOL) da mesma instituicdo, onde estdo depositadas as

amostras de DNA total das plantas estudadas.

Anélise Morfométrica. Foram examinados 37 caracteres vegetativos e reprodutivos, sendo
quantitativos continuos (30) e descontinuos (sete) (Tab. 2; Fig.3). Os caracteres foram

selecionados a partir da analise de exsicatas e da literatura, os quais foram avaliados com o
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auxilio de lupa e paquimetro digital, sendo todos os caracteres continuos medidos em
milimetro (mm) (Fig.3). Visando estabelecer critérios de homologia, tomou-se como base a
mesma posicdo das estruturas analisadas entre os especimes, e todas as amostras foram
reidratadas para facilitar a tomada das medidas.

Os dados obtidos foram organizados em planilhas, com formato compativel com as
matrizes a serem utilizadas nos programas estatisticos e foram submetidos ao Teste de
Normalidade (Shapiro-Wilk). Foram realizadas analises de Varidveis Canonicas (CVA) e
Agrupamento para trés conjuntos de dados: um apenas com as variaveis vegetativas; outro
apenas com as reprodutivas e outro com todas as variaveis. Tais analises foram realizadas
utilizando o STATISTICA para Windows versdo 10.0 (StatSoft 2010), sendo as populac6es
usadas como grupos. Para as analises de agrupamento foi utilizada a Distancia generalizada
de Mahalanobis, tendo o0 UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetical
Averages) como algoritmo de agrupamento (Sneath e Sokal 1973). Também foi realizada uma
Andlise de Variancia para cada uma das 37 variaveis dos cinco morfotipos (ANOVA
ONEWAY), sendo verificada a diferenca significativa usando o teste de Tukey, com
probabilidade de 5%. Os resultados obtidos foram comparados as descricdes das espécies
através dos trabalhos de Miller Argoviensis (1873) para C. muscicapa e Martinez Gordillo &
de Luna (2005), para C. longibracteatus, além do trabalho de Carneiro-Torres (2009) para as

duas espécies.

Analise genética — Inter Simple Sequence Repeat (ISSR). A extracdo do DNA foi realizada
de acordo com o protocolo de Brometo de Cetil Trimetil Amonio (CTAB) para amostras
coletadas e armazenadas em silica, modificado de Doyle e Doyle (1987), com tampédo CTAB
2% e purificacdo atraves de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) adaptado para microtubos.

Apos a extracdo foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% com tampdao Borato de Sédio
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- SB (Brody e Kern 2004), para cada amostra. Os geis foram corados com brometo de etidio e
fotodocumentados em transiluminador com luz ultravioleta.

Foram realizados testes para verificacdo de polimorfismos com 13 primers indicados
por Wolfe et al. (1998) incluindo um representante de cada populacdo. O perfil de cada
primer foi observado atraves de eletroforese em gel de agarose 1,5%, sendo selecionados para
a analise os oito primers mais polimdéficos (Tab. 3). Apos a selecdo dos primers, cada
fragmento foi amplificado através do kit Top Taqg Master Mix (Qiagen Quality), para todos 0s
individuos. Foi utilizado para cada reacdo 4,0 uL de Top Taq, 2,24 uL de H,0, 0,64 uL de
corante, 0,32 uL de primer e 1uL do DNA da amostra, com um volume total de 7,2 uL.

As reacBes de PCR foram realizadas em termociclador (Escohealthcare, Swift
MaxPro), onde iniciaram com um ciclo de destanuracéo a 94° C por 1 min. e 30 seg., seguidos
de 35 ciclos de amplificacdo com desnaturacéo a 94°C por 40 seg., anelamento do primer por
45 seg. com diferentes temperaturas entre os primers (sendo para UBC 843, UBC 844, Becky,
Jhon e Mao 48°C; para Manny, Terry e ISSR 6, respectivamente 51.7°C, 54.8°C e 49.2°C), e
extensdo a 72°C durante 1 min. e 30 seg.. Logo em seguida, foram realizados mais dois ciclos
de amplificacdo a 94°C e 44°C por 45 seg., e uma extensdo final de 72°C durante 7 min..

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%), na
presenca de marcador 100 pb Ladder (Invitrogen). Para cada corrida, foi usado tampéo SB 1X
durante 2 horas, e apds este processo os géis foram submetidos a banho de brometo de etidio
durante 40 minutos para coloragdo das bandas, seguido pela fotodocumentacdo em
transiluminador com luz ultravioleta. Somente as bandas com boa visibilidade e ndo ambiguas
foram selecionadas para as analises. Esses dados foram inseridos no software GelCompar Il
versdo 5.0 (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium), obtendo-se uma matriz
binaria de valores zero (auséncia) e um (presenca) de dados obtidos para cada loci, e -1 (ou -9,

dependendo do software a serem realizadas as anélises) para os dados faltantes.
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Foi realizado o célculo da relacdo genética entre pares de individuos, através do
estimador de relacdo genética de Ritland (1996), sendo medida a proporcdo de alelos
idénticos por descendéncia entre pares de individuos. Também foi calculado o nimero de
bandas exclusivas de cada populacdo e a partir das frequéncias alélicas, estimados o0s
parametros de variabilidade: heterozigosidade esperada (He) (Lynch e Milligan 1994), indice
de Shannon (I) (Lewontin 1972) e porcentagem de loci polimérficos (%P) (critério 0,95).
Uma matriz de identidade genética (Nei 1978) foi gerada para andalise da similaridade entre as
populacdes. Para avaliar o grau de estruturacdo genetica entre as populacdes foi utilizada a
Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992).Todas essas analises foram
realizadas pelo software GenAlEx 6.0 (Peakall e Smouse 2006).

Através dos softwares AFLPsurv 1.0 (Vekemans 2002) e PHYLIP 3.69 (Felsenstein
2011) foram feitas ainda analises de agrupamento, a partir da matriz de distancia genética nao
enviesada de Nei (Nei 1978), e foi possivel identificar também com o AFLPsurv 1.0
(Vekemans), o valor da heterozigosidade total (Ht). O dendrograma obtido foi visualizado
através do FigTree v. 1.2.2 (Rambaut 2009), a partir de método de agrupamento Neigbhor-
Joining (Saitou & Nei 1987).

No Structure 2.3.3 (Printchard et al. 2000) foi realizada uma analise bayesiana a partir
dos dados dos genotipos, para a inferéncia dos pool génicos, de migrantes e de individuos
miscigenados, através das frequéncias alélicas das populagdes pressupondo que cada
individuo teve ascendéncia a partir de uma Unica populacdo. O algoritmo basico utilizado foi
descrito por Printchard et al. (2000), com extensdes publicadas por Falush et al. (2003, 2007)

e Hubisz et al. (2009).
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Resultados

Diferenciacdo morfologica. As matrizes de classificacdo obtidas a partir da analise
discriminante indicaram que quando avaliadas somente as variaveis vegetativas (Tab. 4) a
classificacéo correta de individuos foi baixa, entre 40% a 86,66%. As classificacdes incorretas
ocorreram em sua maioria dentro do mesmo morfo, e dentre as classificaces incorretas mais
marcantes estdo a populacdo CAL, com individuos classificados em todos os outros morfos
(CL5, CAM1 e CM2), exceto CAM2. Individuos de CAM1 foram classificados
incorretamente em CM2; de CM1, CM2 e CM3 em CAM2, assim como de CAM2 nas
mesmas populacdes. Todos os individuos de C. longibracteatus foram classificados
corretamente dentro desse morfo, com exce¢do de um dnico individuo de CL4 classificado em
CML.

Quando analisados apenas os dados reprodutivos (ndo mostrados) e todas as 37
varidveis agrupadas (Tab. 5), as classificacbes corretas foram muito mais evidentes, variando
de 86,66% a 100% e 93,33% a 100% respectivamente. Nesses casos, 0s individuos
classificados incorretamente foram posicionados dentro do mesmo morfo, tanto na anélise
apenas com dados reprodutivos gquanto na combinada, sendo também classificados mais
corretamente dentro de suas populacGes, com poucas excec¢des, a exemplo de um individuo de
CM3 classificado em CM2 e um de CL5 classificado em CL1.

A partir da andlise de CVA com dados vegetativos (Fig. 4A), foi observada a
separacdo de dois grupos no eixo 1, o primeiro formado pelas populacGes de C.
longibracteatus (a esquerda do gréafico), e o segundo pelas popula¢des de C. muscicapa +
demais populacdes (CAM1, CAM2 e CAL) (a direita). A populacdo CAL teve posicédo
intermedidria entre esses dois grupos, com certa sobreposicdo especialmente com a populagéo
CAM1 (Fig. 4A). Essa separagcdo dos grupos no eixo 1 é principalmente devida ao

comprimento da estipula (#9) e comprimento do limbo (#1) (Tab. 6). Nos eixos 2 (Fig. 4A) e
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3 (Fig. 4B) ndo houve uma separacdo clara das populagdes, sendo demonstrada grande
sobreposicao, especialmente entre a populacdo CAL, com relacdo a CAM1 e CM2.

Os resultados das analises com dados reprodutivos (ndo mostrados) foram similares
aos encontrados na analise com os dados combinados, com a clara formacéo de quatro grupos,
tendo em vista os eixos 1, 2 e 3 (Fig. 5A-B). No eixo 1 (Fig. 5A) observa-se a separacdo das
populacdes de C. longibracteatus (a esquerda), com relacdo as de C. muscicapa, CAM1 e
CAMZ2 (a direita), tendo a populacdo CAL novamente como intermediaria. As variaveis que
mais influenciaram a separacdo nesse eixo foram: largura de ¥ da bractéola da flor pistilada,
comprimento do pedicelo da flor pistilada e a largura de % do limbo (#19, #32 e #3,
respectivamente) (Tab. 6).

No eixo 2 (Fig. 5A) foi evidente a separacdo da populacdo CAM2 e CAL (a direita, no
lado superior do gréfico). As varidveis que mais influenciaram esse eixo foram a largura de %
(base) do limbo, quantidade de glandulas na sépala da flor pistilada e nimero de estames (#4,
#35 e #29) (Tab. 6). E no eixo 3 foi observada especialmente a separacdo da populagédo
CAML1 das de C. muscicapa (Fig. 4B), influenciadas especialmente pelo nimero de estigmas,
largura de 2/4 do limbo e largura de 2/4 da bractéola da flor estaminada (varidveis #36, #3 e
#15, respectivamente).

Os dendrogramas apresentados na Fig. 6 refletem basicamente a ocorréncia dos
mesmo grupos revelados através da CVA. Utilizando apenas dados vegetativos (Fig. 6A)
foram verificados dois agrupamentos principais, um primeiro reunindo as populacdes de C.
muscicapa + as populagdes CAM1, CAM2 e CAL, e o segundo grupo foi formado pelas
populacdes de C. longibracteatus. Dentro do primeiro agrupamento, os subgrupos formados
incluem CAM1 + CAL, além de C. muscicapa + CAM2. Os dendrogramas obtidos atraves
dos dados reprodutivos (ndo mostrados) e da analise combinada (Fig. 6B) foram muito

similares, formando dois grupos principais, um reunindo as populacfes de C. muscicapa,
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CAM1 e CAM2, e o outro reunindo as populacdes de C. longibracteatus + CAL. Porém, as
populacdes CAM2 e CAL foram as que apresentaram menor similaridade dentro dos seus

respectivos grupos.

Variabilidade e estruturacéo genética. Através dos oito primers analisados foram detectados
116 loci polimorficos, tendo uma média de 14,5 loci/primer. O numero de loci por populacédo
variou de 50 (CAM2) a 88 (CM3), tendo uma média de 76,27 (Tab. 7). O percentual méedio de
loci polimorficos (%P) encontrado para as populagdes analisadas variou de 30,17% (CAM2) a
70,69% (CL1), com uma média de 55,72% (Tab. 7). A percentagem de heterozigosidade
esperada variou de 8,8% (CAM2) a 22,30% (CL1), com uma média de He=16,50% (Tab. 7).
O Indice de Shannon indicou a CL1 como sendo a mais variavel geneticamente (1= 34,3%,
%P= 70,69%, He= 22,30%), enquanto CAM2 (I= 13,70%, %P= 30,17%, He= 8,8%) e CM2
(I= 18,2%, %P= 44,83%, He= 11,30%) foram as menos variaveis (Tab. 7). O valor da
heterozigosidade média total encontrada foi de Ht= 0,271. Para o presente estudo ndo houve
nenhuma populacdo com locus exclusivo (Tab. 7).

Os valores de similaridade genética entre as populagdes, observados na tabela 8
demonstram que as popula¢des mais proximas geneticamente foram CL4 e CL5 (0,956) de C.
longibracteatus, ambas de Lengois - Bahia, enquanto as mais distantes geneticamente foram
CM3 (C. muscicapa) e CL5 (C. longibracteatus) (0,712) coletadas em Palmeiras e Lencais,
respectivamente, e todas essas localidades séo incluidas na Chapada Diamantina, na Bahia.
Na analise de agrupamento a partir da distancia de Nei (Fig. 7) foi observada a formacéo de
dois grupos principais, um formado pelas populacbes de C. longibracteatus e outro grupo
com as populacdes C. muscicapa + CAM1 e CAM2. A populacdo CAL ocupa uma posicao

intermediéria entre os dois grupos, separada com um suporte de 100%.
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A analise de variancia molecular (AMOVA) indicou a existéncia de 59% de
variabilidade dentro das populacdes e 41% de divergéncia entre elas (Tab. 9). A estruturacédo
genética dos grupos reveladas pelo STRUCTURE, indicou um primeiro AK com dois pools
génicos (dados ndo mostrados), separando um grupo com as populac@es de C. muscicapa +
CAM1 e CAM2, e um outro grupo com as populacdes de C. longibracteatus + CAL. Porém, o
grafico de AK evidenciou um outro grande pico com a ocorréncia de quatro pool génicos (Fig.
8), sendo um com duas populagdes de C. muscicapa (CM1 e CM2) + CAM1 (amarelo); outro
com CM3 (azul); um outro com CAM2 (verde), e o0 quarto grupo com as populacbes de C.
longibracteatus + CAL (vermelho). Embora a populacdo CAL seja aparentemente
pertencente a este grupo, existe uma clara mistura dos seus individuos com a populacéo

CAM2.

Discussao
Estruturacdo genética, morfoldgica, geografica e ecoldgica entre as populagdes.
Historicamente, diferencas morfologicas tém servido como base para as hipoteses
taxonbmicas que podem ser testadas e validadas através de outros conjuntos de dados,
incluindo os genéticos (Hausdorf & Hennin 2010). As espécies de Croton sect. Barhamia
aqui analisadas sdo amplamente caracterizadas tanto pelas estruturas vegetativas quanto
florais, e variacOes nesses caracteres, especialmente dimensdes das flores pistiladas e
estaminadas, além da pilosidade das mesmas, tem sido a base para sua identificacdo, mas
também para as ddvidas sobre os limites de algumas das suas espécies. Segundo Carstens et
al. (2013), um importante ponto de partida para investigacGes sobre delimitagcdo especifica
tem sido a andlise de estruturacdo populacional, conforme empregado no presente trabalho.

A estruturacdo genética entre as populaces aqui analisadas, detectada a partir da

AMOVA (41%), informa que existe divergéncia consideravel entre as mesmas, quando



42

comparadas a resultados com ISSR para outras familias de Eudicotileddneas com menores
valores, a exemplo de Caryocaraceae, em Caryocar brasiliense Camb. (13,03%, ver
Fernandes 2008) e Lamiaceae, em espécies de Salvia L. (21%, Safaei et al. 2016), além de
outros grupos de Euphorbiaceae, a exemplo de Plukenetia volubis L. (36%, Ocelék et al.
2015). Segundo Slatkin (1994) e Duminil & Di Michelli (2009), a alta estruturacdo entre
populacdes implica informar que estamos trabalhando com mais de uma espécie entre as
populacdes estudadas, o que corrobora a andlise de estruturacdo genética que indicou um AK
com quatro pools génicos, inferindo uma diferenciacdo genética entre as populacdes de C.
muscicapa, C. longibracteatus + CAL, CAM2 e CM3.

Para a andlise morfologica, os dados da matriz de classificacdo informaram que os
caracteres vegetativos foram mais varidveis, e por esse motivo, forneceram informacdes
menos confidveis a respeito da diferenciacdo existente entre as populacdes. Por esse motivo,
podem ser considerados menos Uteis para propostas taxondmicas no grupo estudado,
especialmente se analisados isoladamente, sem associacdo com 0s caracteres reprodutivos.
Segundo Alencar (1998), as estruturas reprodutivas das plantas sofrem menos altera¢fes com
as modificacGes do ambiente, e por isso tradicionalmente sdo as mais utilizadas na elaboracao
dos sistemas de classificacéo.

A partir dos dados morfolégicos aqui analisados, foi observado que as populacdes de
Croton longibracteatus diferem consistentemente pelas maiores dimensdes em relacdo as
populacbes de C. muscicapa. Isso corrobora toda a discussdo de Martinez Gordillo e de Luna
(2005) quando segregaram essas duas espécies em entidades independentes. Assim, as
variaveis apresentadas (#19 largura de ¥4 da bracteola da flor pistilada, #32 comprimento do
pedicelo da flor pistilada e #3 largura de ¥2 do limbo) e que forcaram a separacdo das duas
especies, sao justificaveis, pois se apresentam menores em C. muscicapa, com excecdo da

variavel #32. Antes mesmo da descricdo formal de C. longibracteatus, essa diferenciacao ja
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havia sido observada por Lima & Pirani (2003), consideradas, porém, como variagdes
intraespecificas dentro de C. muscicapa, que apresenta ainda estipulas tipicamente em
formato de cacho de uvas.

A populacdo CAM1, coletada em Jacobina, Bahia, ndo pode ser considerada distinta
de Croton muscicapa através da analise de estruturagdo genética, mas do ponto de vista
morfologico ela apresenta caracteres mais divergentes dentro dessa espécie. Isso levou ao
reconhecimento da mesma em um morfotipo a parte durante as coletas, tendo alguns
caracteres vegetativos e florais, relativamente maiores aos encontrados nas demais populacdes
dessa espécie. A grande quantidade de tricomas encontrados em seus individuos,
principalmente nas folhas, também se contrapde ao que é considerado padrdo para essa
espécie, que normalmente é glabra a glabrescente. Burger & Huft (1995) reconheceram a
ocorréncia de variacbes em determinadas estruturas dentro de espécies de Croton,
especialmente ligadas ao indumento. Andlises prévias dos tricomas em espécies de Croton
secdo Barhamia (Martinez Gordillo & Espinosa Matias 2005), ja haviam constatado a
ocorréncia de individuos com indumento na face abaxial das laminas foliares em C.
muscicapa, assim como individuos glabros em ambas as superficies. Esses autores ainda
discutiram a grande variacdo na densidade de tricomas, o que demonstra a pouca utilidade de
tais caracteres na delimitacdo de espécies desse grupo.

Ao contrario, separar a populacdo CAM2, de Grdao Mogol, Minas Gerais, Brasil, em
um morfotipo a parte de Croton muscicapa em principio poderia parecer invidvel, pois
possuia varios caracteres compartilhados, incluindo estipulas em forma de cacho de uvas e
individuos glabros, semelhantes as demais populagdes de C. muscicapa. Porem, a mesma foi
bastante distinta nas analises de estruturacdo genética e pelo nimero elevado de estames (15-
17), justificando a sua separagdo. Segundo Van Ee et al. (2011) as espécies de Croton secao

Barhamia possuem de (3-) 8-15 (-20) estames, mas o nimero observado nessa populacéo
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difere totalmente de todos os registros disponiveis na literatura para C. muscicapa, com
apenas 11 a 12 estames.

A populacio CAM2 também difere das de Croton muscicapa pelo destacado
isolamento geogréafico e pelas condicdes ecoldgicas da sua ocorréncia. Atraves do presente
estudo a distribuicdo de Croton muscicapa se confirmou como exclusiva da Chapada
Diamantina e areas adjacentes, na Bahia, em florestas estacionais e caatinga, em altitudes de
593m a 740m (Tab. 1). Porém, CAM2 foi coletada em Grdo Mogol, no norte de Minas Gerais
e € similar a outras amostras obtidas em Serrandpolis de Minas, ambas em vegetacdo de
campo rupestre, em altitudes entre 873-1100m. Tal isolamento geografico e ecoldgico pode
estar influenciando o processo de especiacdo nesse grupo, funcionando como obstaculos ao
fluxo génico entre tais populac6es (Turelli et al. 2001; Rieseberg & Willis 2007) e explicando
a estruturacdo genética observada, justificando também a diferenciacdo morfolégica, mesmo
que ainda pequena.

Dentro de Croton muscicapa, a Unica populacdo a apresentar-se em um pool génico
diferente foi a CM3, de Palmeiras, Bahia, mas sem caracteres morfologicos divergentes em
relacdo as demais populacBes coespecificas. Provavelmente, barreiras ecolégicas comuns a
plantas ocorrentes na Chapada Diamantina estdo atuando no isolamento desta populacdo em
relacdo as demais, o que serd melhor discutido no item de variabilidade das populacbes. Por
outro lado, todas as populacdes de C. longibracteatus, coletadas apenas na Chapada
Diamantina, demonstraram grande coesdo genética e morfolégica em relacdo as demais

populacdes analisadas.

Estruturacdo x hibridacdo entre as amostras. O exemplo mais interessante de estruturacdo
dentre as amostras diz respeito a populacdo CAL. Através da analise de amostras previamente

depositadas em herbario, acreditava que se tratava de C. longibracteatus, devido a alguns
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caracteres muito semelhantes a essa espécie, como o formato lanceolado das estipulas, a
pilosidade nas estruturas vegetativas e reprodutivas e a margem do limbo denteada. Porém,
durante as expedicdes de campo, foi possivel detectar muitos caracteres morfoldgicos
semelhantes a C. muscicapa e a populacdo CAMZ2, como 0 menor tamanho das bractéolas, das
flores estaminadas e pistiladas levando a suspeitar que esse material pudesse ser um hibrido
natural. Além disso, foi possivel verificar que esse material possuia as sépalas com uma
grande quantidade de glandulas, como em C. longibracteatus, porém as mesmas eram curto-
estipitadas, enquanto que C. longibracteatus apresenta glandulas longo estipitadas e a CAM2
curto estipitadas apenas na margem da sépala.

As analises morfométricas indicaram a populacdo CAL como intermediaria entre as
populacdes de C. longibracteatus e C. muscicapa + CAM1 e CAM2, e as analises de
estruturacdo genética indicaram a mesma como tendo pool génico misturado entre C.
longibracteatus e CAM2. Para Blackstock e Ashton (2010) e Mallet (2007) a hibridacdo em
plantas vasculares é considerada um fendmeno comum e de importancia evolutiva
consideravel, sendo o processo de "especiacdo hibrida” determinando a origem de novas
espécies. Egan (2015) afirmou que tradicionalmente imagina-se que a hibridacdo resulta em
caracteres morfoldgicos intermediarios, o que nem sempre acontece, ja que muitas vezes a
hibridacdo pode produzir combinagdes morfologicas a partir dos caracteres dos parentais ou
até mesmo caracteres novos e divergentes. Ainda de acordo com Egan (2015), a utilizacdo de
técnicas morfométricas multivariadas ndo conseguem distinguir entre divergéncia e
hibridagdo. Mas os marcadores ISSR confirmaram a ocorréncia de hibridacdo, através da
detecgéo de pool génico misto entre as referidas populagdes.

Segundo Baack e Rienseberg (2007) a hibridacdo é um evento que também pode levar
a especiacéo, e nesse caso a nova linhagem hibrida pode tornar-se reprodutivamente isolada

das populacbes parentais. De forma geral, para que ocorra hibridacéo, espera-se a ocorréncia
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de atributos que facilitem o fluxo génico interespecifico, incluindo a ocorréncia de caracteres
florais pouco divergentes, sobreposicdo na distribuicdo e no periodo de floracdo. Foi
observado que a estrutura floral de C. longibracteatus e da populacdo CAM2 é bastante
semelhante, divergindo apenas pelo tamanho das flores, que sdo menores em CAM2. Além
disso, possivelmente apresentam sobreposicao na floracao, pois segundo Martinez Gordillo &
de Luna (2005) individuos de C. longibracteatus podem ser encontrados com flores em
diferentes estagios de desenvolvimento praticamente durante o ano todo.

Pelo menos com base nas populacdes conhecidas até o momento, a distribuicdo
geografica e as condicdes ecoldgicas de ocorréncia dessas populaces ndo se sobrepdem, o
que poderia apontar para a ocorréncia de fluxo génico apenas histérico entre as populacdes,
pelo menos em principio. Croton longibracteatus ocorre exclusivamente em areas de campos
rupestres na Chapada Diamantina, a parte norte da Cadeia do Espinhaco da Bahia, em
altitudes de 780m a 1.021m. A populacdo CAM2 ocorre no Espinhaco, mas em Minas Gerais,
na regido de Grdo Mogol, também em vegetacdo de campo rupestre. A populacdo CAL
apresenta-se fora dos limites do Espinhago, no municipio de Jequitinhonha, norte de Minas
Gerais, em uma area dominada pela vegetacdo de cerrado de altitude a ca. 1.088m. Assim, a
populacdo geograficamente mais proxima da CAL é a CAMZ2, distante ca. 190 km. Porém,
outras populacbes podem ocorrer entre as mesmas, as quais serdo alvo de esforcos futuros de

coletas, para confirmacdo da possivel ocorréncia de fluxo génico atual entre as populaces.

Diversidade genética e relagdes entre as populagdes. Grupta et al. (2008) consideraram 0s
marcadores ISSR como uma poderosa ferramenta para a determinacédo da diversidade genética
em plantas e estes tém sido aplicados com sucesso em espécies de Euphorbiaceae. Os 116 loci
polimorficos gerados a partir dos oito primers utilizados no presente estudo estdo dentro do

esperado para esses marcadores por Colombo et al. (1998), que argumentaram sobre a
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necessidade de uma quantidade media aproximada de 50 a 100 loci polimorficos para a
obtencdo de uma estimativa confiavel das relacdes genéticas entre populacdes atraves de
marcadores dominantes. Lira Neto (2011) utilizaram 17 primers de ISSR em trés espécies de
Croton, sendo detectados 317 loci polimorficos de um total de 327 loci, indicando que esses
marcadores sao de fato muito Gteis na deteccdo da diversidade genética no grupo.

O ndmero de loci polimérficos (%P) tem sido utilizado como uma das medidas
principais da diversidade genética populacional por varios autores (Ge & Sun 2001; Palmquist
et al. 2015). A média de loci polimorficos encontrada para o trabalho foi de 55,72%,
significando que as populacGes analisadas possuem variabilidade de baixa a mediana, quando
comparados com resultados de outros trabalhos em Euphorbiaceae, a exemplo de Ocelak et al.
(2015), que encontraram niveis um pouco mais altos, ca. 66,89% em Plukenetia volubilis L.,
utilizando o mesmo marcador. E ainda, Oliveira et al. (2015) que utilizaram marcadores
AFLP em populacgdes de Croton antisyphiliticus Mart., e detectaram polimorfismo muito mais
alto, ca. 86,60%.

A heterozigosidade média total (Ht) das amostras do presente estudo foi de 0,271, um
valor considerado baixo quando comparado a outras Eudicotileddneas, a exemplo de
Eremanthus erythropappus (DC.) McLeish (Estopa et al. 2006), com Ht = 0,40. A variacdo da
heterozigosidade esperada (He) aqui foi de 0,088 (CAM2) a 0,223 (CL1), sendo um valor
muito abaixo da primeira populacdo em relacdo ao encontrado na segunda. Isso também foi
visualizado a partir do Indice de Shanon (1), que confirmou que as populagdes com menor e
maior variabilidade genética, sdo respectivamente, CAM2 e CL1. Segundo Nybom (2004),
marcadores ISSR aplicados a populacfes naturais podem inferir heterozigosidade meédia
esperada (He) de 0,22. Dessa forma, as populacfes aqui estudadas estdo abaixo desse valor,

exceto a CL1 (de C. longibracteatus).
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O comportamento reprodutivo € um dos fatores que pode explicar essa baixa
variabilidade, mas estudos nesse sentido ainda sdo desconhecidos para as espécies aqui
analisadas. Em outras espécies de Croton, a exemplo C. urucurana Baill. (Pires et al. 2004)
foram citados insetos variados, incluindo Diptera, Odonata, Lepidoptera, Hemiptera e
Hymenoptera (Apidae e Vespidae) como visitantes florais, sendo abelhas os visitantes mais
frequentes. Acredita-se que os polinizadores das espécies em estudo sejam smilares, uma vez
que a estrutura floral é relativamente uniforme no género. O grupo também carece de estudos
sobre dispersdo das sementes, que pode ser ocasionada pela deiscéncia explosiva dos frutos,
caracterizando sindrome de disperséo autocorica e pelo carregamento através de formigas que
sdo atraidas pela caruncula presente nas sementes. O fato dessas espécies possuirem
polinizacdo e dispersdo atraves de insetos que ndo percorrem longas distancias propicia a
diminuicdo do fluxo génico entre individuos de outras populacdes que estdo localizadas a
distancias maiores entre si, e assim favorece a alta estruturacdo genética populacional, bem
como a baixa variabilidade das popula¢cdes encontradas.

Embora as populacdes ocorram em unidades de conservacdo, o que poderia favorecer
a ocorréncia de niveis mais elevados de diversidade, ainda ndo foram encontradas, até o
momento, outras populacdes com caracteres similares a CAM2 e CAL. Para a populacdo
CAM2, onde foram encontrados os menores valores de heterozigosidade esperada, foi
encontrado uma quantidade pequena de individuos na populacédo, o que pode explicar também
essa baixa variabilidade (Nybom 2004). Isso pode apontar para a ocorréncia de cruzamentos
endogamicos, por isso é aqui indicada a necessidade de estudos mais detalhados sobre
aspectos reprodutivos no grupo.

A baixa variabilidade da populacdo CAM2 também pode ser explicada pela mesma
estar isolada geograficamente em Grao Mogol, Minas Gerais, a contrario das populacdes de

C. lonbigracteatus, por exemplo, que ocorrem proximas umas das outras na Bahia. O valor da
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porcentagem de loci polimorficos apresentado para a mesma que também foi o mais baixo
(30,17%) entre as 11 populacdes analisadas, esta relacionado ao distanciamento geogréafico. Ja
a populacdo CL1, pertencente a C. longibracteatus, localiza-se numa area de grande
diversidade da sua especie, Chapada Diamantina, Bahia, e isso facilita o fluxo génico entre as
populagdes, aumentando assim a diversidade e variabilidade dessas populacdes.

A partir da matriz de Identidade genética de Nei (1978) foi possivel verificar o
relacionamento das populac@es, sendo as mais similares geneticamente CL4 e CL5 (0,956),
de C. longibracteatus, ambas de Lencgois — BA, pertencentes a mesma espécie e muito
préximas geograficamente. Ao contrario, a menor similaridade genética foi encontrada entre
CM3 e CL5 (0,712) de Palmeiras e Lengois, respectivamente, que também sdo muito
préximas geograficamente, mas pertencem a espécies diferentes (C. muscicapa e C.
longibracteatus, respectivamente), nas quais o0 isolamento genético parece estar sendo
mantido de maneira eficiente.

Para Rieseberg & Willis (2007), isolamentos ecogeograficos funcionam como
poderosas barreiras reprodutivas entre as plantas, o que € aqui confirmado para as espécies
analisadas. Dentre as barreiras ao fluxo génico interespecifico favorecendo o isolamento de C.
muscicapa e C. longibracteatus, endémicas da Chapada Diamantina, assim como das demais
populacdes ocorrentes em Minas Gerais, aqui reconhecidos como diferentes morfotipos (CAL
e CAM2) estdo as diferentes condicBes geogréaficas e ecoldgicas. Especificamente no caso da
populacdo CM3, o isolamento em relacdo as demais populacGes da sua espécie pode ser
devido aos mesmos atributos, estando esta localizada em éarea de caatinga em menores
altitudes, enquanto que as demais populacfes da sua espécie sdo tipicas de areas de floresta
estacional. A partir do isolamento genético e ecoldgico ja detectado, € possivel que especiacao

ja esteja ocorrendo e que uma futura diferenciacdo morfologica venha a ocorrer.
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Implicacbes dos dados para a taxonomia do grupo. Embora as espécies de plantas sejam
tradicionalmente circunscritas com base em diferencas morfoldgicas, a inclusdo de dados
moleculares e ecologicos nos dltimos anos tém proporcionado mais evidéncias para sua
delimitacdo (Piedra-Malagon et al. 2011). Os resultados das analises morfométricas aqui
apresentados contribuiram para evidenciar a separacdo das populacdes, e em conjunto com 0s
dados de estruturacdo genética, geografica e ecoldgica, inferem a existéncia de quatro grupos
taxonémicos. O primeiro inclui as populacbes de C. muscicapa + CAML; o segundo as de C.
longibracteatus; o terceiro a populacdo CAM2, e o quarto a populacdo CAL. Os dois Gltimos
sd0 novos taxons encontrados no estado de Minas Gerais, Brasil (ver Barbosa et al. in prep).
Embora Croton muscicapa e C. longibracteatus, descritas respectivamente por Mdller
Agoviensis (1873) e Martinez Gordillo & de Luna (2005) sejam espécies distintas, seus
limites necessitam de revisdo, com base nos seguintes argumentos:

1. C. muscicapa: Agrega as populacbes CAM1, CM1, CM2, CM3. Sdo arbustos ca 1-2m,
latex incolor, ramos de glabro a pilosos; limbo com 16.23-66.81x14.56-51.40 mm, ovado com
apice agudo e base cordada, faces de glabra a pubescente, tricomas sendo estrelados, margem
serrilhada possuindo de uma a trés glandulas em cada serra, peciolo glabro a hirto-pubescente
9.92-44.01 mm, estipulas glanduliforme semelhante a um cacho de uva 0.55-1.91 mm;
inflorescéncia 14.25-109.32 mm de glabra a pilosa; bractéolas em forma lanceolada com
glandulas estipitadas, tendo a bractéola da flor estaminada 0.94-3.58mm de compr. e a da flor
estaminada 0.82-5.79 mm; flores estaminadas 4.02-6.84 mm, pedicelos 1.85-5.94 mm, 5
sépalas lanceoladas com 2.66-4.88 x 1.21-2.91 mm, 5 pétalas ovadas com 2.88-5.47 x 1.86-
3.94 mm compr., 11-12 estames; Flor pistilada 5.17-10.10 mm compr., pedicelo 2.85-12.16
mm compr., 5 sépalas 4.42-10.57 x 0.99-2.39 mm, de glabra a pubescente, com trés estiletes,
nove a 15 estigmas. Ocorre em florestas estacionais e caatinga no estado da Bahia, Brasil,

com altitude de 593-740 m (Tabela 1 e 2, Fig. 2 e 8).
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2. Populacdo CAM2: Muito semelhante a C. muscicapa, porém identificada como novo
taxon para o género Croton (Barbosa et al, in prep. Cap.2). Difere de C. muscicapa por
apresentar maior quantidade de estames, entre 15-17, possuir as flores pistiladas menores,
3.58-6.22 mm, e ocorrer em campo rupestre no estado de Minas Gerais, Brasil, com altitude
de 873m (Tabela 1 e 2, Fig. 2).

3. C. longibracteatus: Agrega as populacbes CL1, CL2, CL3, CL4, CL5. Séao arbustos ca 1-
3m, latex alaranjado, ramos hirto-pubescente a pubescente; limbo com 21.41-98.73 x 15.52-
51.99 mm, ovado com 4&pice acuminado e base cordada a subcordada, face adaxial
glabrescente, face abaxial de glabrescente a pubescente, tricomas sendo estrelados, margem
denteada possuindo de uma glandula em cada dente, peciolo hirto-pubescente 7.59-43.53 mm,
estipulas glanduliforme em formato lanceolado 1.49-5.52 mm; inflorescéncia 20.83-138.06
mm hirto-pubescente; bractéolas em forma lanceolada com glandulas longo-estipitadas, tendo
a bractéola da flor estaminada 3.76-12.18 mm de compr. e a da flor pistilada 5.02-18.67 mm;
flores estaminadas 6.09-11.09 mm, pedicelos 1.13-6.83 mm, 5 sépalas lanceoladas com 3.28-
5.67 x 1.45-3.61 mm, 5 pétalas ovadas com 2.16-6.14 x 1.31-3.85 mm compr., 11-12 estames
5.77-11.52 mm; Flor pistilada 8.89-17.71 mm compr., pedicelo 0.86-5.90 mm compr., 5
sépalas 9.63-17.90 x 0.84-3.32 mm, pilosa, com trés estiletes, seis a 13 estigmas. Ocorre em
campo rupestre no estado da Bahia, Brasil, com altitude de 780-1021 m (Tabelale 2, Fig. 2 e
8).

4. Populagdo CAL: Muito semelhante a C. longibracteatus, mas identificada como um novo
taxon para o género Croton (Barbosa et al. In prep. Cap2), correspondendo a um hibrido
natural entre C. longibracteatus e a populacio CAM2. Difere de C. longibracteatus por
apresentar a face adaxial do limbo pilosa, flores estaminadas e pistiladas, estames e bractéolas
da flor estaminada e pistilada com tamanhos menores (5.68-7.04 mm, 7.64-8.20 mm, 4.53-

6.70 mm, 1.59-4.58 mm, 1.63-7.12 mm, respectivamente), sépalas das flores pistiladas com
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glandulas curto-estipitadas e dentes da margem foliar com trés a quatro glandulas. Ocorrendo

em cerrado de altitude em Minas Gerais, Brasil, com altitude de 1.088m (Tabela 1 e 2, Fig. 2).

Importancia da identificacdo correta das amostras. Croton muscicapa e C. longibracteatus
eram consideradas espécies muito semelhantes, o que muitas vezes acarretava em
identificacbes incorretas ou equivocadas de certas amostras. IdentificacGes taxondmicas
incorretas ndo sao desejaveis, devido as sérias implicacdes do ponto de vista dos resultados e
conclusbes de qualquer estudo cientifico, inclusive para fins aplicados. E preciso mencionar
aqui a descoberta de trés novos alcaldides sesquiterpénicos do tipo guaiano, denoninados
muscicapina A, B e C, isolados das raizes de amostras identificadas sob C. muscicapa
(Araujo-Junior et al. 2005). Entretanto, os autores indicaram um unico voucher (Agra 5995),
coletado em Caicd, no Rio Grande do Norte e depositado no herbario JPB (acrébnimos
segundo Thiers 2016). Como C. muscicapa é endémica da Bahia, acredita-se que amostras de
C. adenocalyx Baill. tenham sido usadas no estudo e erroneamente identificadas como C.
muscicapa. C. adenocalyx ocorre nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do
Norte e Sergipe (Carneiro-Torres 2009), e assim, afirmamos que a substancia isolada e
denominada “muscicapina”, ndo esta de fato associada a C. muscicapa.

Outro bom exemplo é o estudo fitoquimico de constituintes volateis de folhas de
Croton muscicapa e C. glutinosus Mull. Arg., realizado por Gomes (2010). Nesse trabalho
também foram isolados diferentes compostos das folhas de "C. muscicapa”, relatados nessa
espécie pela primeira vez. Porém, o voucher indicado que encontra-se no herbario EAC
(acrénimos segundo Thiers 2016) com voucher Silveira (s.n) sob nimero de registro 38644
ndo se refere a C. muscicapa, e sim a C. longibracteatus, o que pode ser verificado claramente
a partir do dado geogréafico apresentado, sendo de Andarai, Bahia, Brasil, além das imagens

da espécie disponibilizada no trabalho. Assim, reafirmamos a grande contribuicdo desse
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trabalho, na certificacdo da identidade taxonémica de Croton muscicapa e C. longibracteatus,
indicacdo de novos taxons relacionados e esclarecimento de seus limites, a fim de evitar

futuras incoeréncias quanto a identificacdo das mesmas.

Concluséo

A partir dos resultados apresentados no presente trabalho, utilizando dados morfolégicos,
genéticos e ecoldgicos, podemos inferir que C. muscicapa e C. longibracteatus sdo entidades
taxonémicas distintas e possuem caracteres morfologicos que as definem, mas seus limites
carecem de revisdo. Concluimos que existem populacbes dentro da area de distribuicdo
geografica apresentada para as duas espécies que estdo relacionadas as mesmas, mas que se
constituem em novos taxons para o género Croton, localizados, até 0 momento, no estado de

Minas Gerais, Brasil.
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Tabela 1. Identificacdo das populagdes analisadas com suas respectivas localidades, coordenadas geograficas, nimero de individuos, informacdes sobre vegetagéo e
altitude utilizados na analise morfométrica e genética, e voucher que foram depositados no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS).

Localizagéo N° de

Populacao Municipio/Localidade Geogréfica individuos

Vegetacéo Altitude Voucher

Jacobina (BA), 11°19°944” S 15 Floresta estacional 650m BARBOSA, B.L.R.

CM1 Cachoeira Véu de Noiva 40°30°198° W etal. 04

Palmeiras (BA), 12°35°57” S
Serra Negra 41°36°12” W

BARBOSA, B.L.R.

CM3 etal. 16

15 Caatinga 740m

Mucugé (BA), 13°00°406”° S 15 Campo rupestre 967m BARBOSA, B.L.R.

CL1 Cemitério Bizantino 41°22°598” W (antropizado) etal.11

Igatt — Andarai (BA) 13°01°43” S BARBOSA, B.L.R.

CL3 Estrada de Mucugé para Igatu 41°21°30” W 15 Campo Rupestre 780m etal. 13

Lengois (BA),
Trilha para a Pedra Verde

BARBOSA, B.L.R.

CL5 etal. 15

15 Campos Gerais 800m
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Tabela 2. Caracteres morfoldgicos utilizados na analise morfométrica de 11 populacbes estudadas. Valores de média +
desvio padrdo, seguido dos valores minimos e maximos entre paréntesis. Letras diferentes sobrescritas na mesma linha
indicam médias estatisticamente diferentes (p<0,05 a partir do teste de Tukey). Todas as medi¢des continuas sdo dadas em

milimetros (mm).

Caracteres

CL1, CL2, CL3,

morfologicos CAM1 CM1, CM2, CM3 CAM2 CL4 CLS CAL
Folha
1- Comprimento do 49.68 + 12.55° 30.56 + 6.88 ¢ 34.14 +8.33° 58.78 + 14.65 ° 50.34 + 11.86 °
limbo (29.24 — 66.81) (16.23 — 46.98) (19.16 — 48.16) (21.41 - 98.73) (31.57 — 70.77)
2- Largura de 1/4 do 23.26+6.20 ¢ 13.33+2.35% 15.49 + 473 ® 19.47 + 6.03 ™ 22.00+5.65°
limbo (14.69 — 36.97) (8.35 - 19.66) (9.60 — 23.47) (5.11 — 33.35) (14.64 — 35.80)
3- Largura de 2/4 do 35.09+9.16 " 2255+4.12° 23.96+7.06 ° 31.91+7.68°" 33.96+7.41°
limbo (21.18 — 51.40) (14.56 — 34.38) (14.82 + 37.47) (15.52 — 51.99) (21.18 — 47.23)
4- Largura de 3/4 do 36.22+9.42° 23.11+437% 25.87 +7.66 ° 33.33+7.90° 34.04+7.53°
limbo (21.35 — 50.85) (15.24 — 36.43) (15.49 + 37.97) (16.05 — 52.73) (20.32 — 47.67)
5- Angulo do &pice 11.33£2.38° 11.75+2.55° 1153 +2.10° 6.37+1.81° 11.93+2.05°
(6.00 — 15.00) (7.00 — 18.00) (8.00 — 15.00) (3.00 — 12.00) (9.00 — 16.00)
6- Angulo da base 31.06 +6.30 22.33+3.21% 24.23+587® 28.41+5.17" 27.86 + 4.98 *°
(22.00 — 42.00) (16.00 — 31.00) (16.00 — 33.00) (16.00 — 38.00) (20.00 — 37.00)
7- Comprimento do 21.13+7.70%® 21.34+851 % 21.55 + 6.96 ® 27.30+7.61° 19.45+5.66 °
peciolo (11.01 — 41.59) (9.92 — 44.01) (9.04 — 32.57) (7.59 — 43.56) (8.63 — 29.99)
8- Largura do peciolo 0.98+0.22° 0.63+0.16° 0.62+0.11° 0.84+0.20° 0.89+0.17°
(0.74 - 1.52) (0.35—1.02) (0.46 — 0.80) (0.49 — 1.34) (0.61—1.21)
9- Comprimento da 1.43+0.25°% 1.04+0222 1.16+0.16 ° 3.07+082° 2.46+0.59°"
estipula (0.95—1.91) (0.55 — 1.53) (0.93 — 1.56) (1.49 - 5.52) (1.68 — 3.76)
10- Largura da estipula 1.42+0.31° 1.01+017°2 1.11+0.09°? 1.78+041°¢ 1.71+0.47"%
(0.75—1.91) (0.61 — 1.40) (0.92 — 1.26) (1.01 - 3.14) (0.83—2.34)
Inflorescéncia
11- Comprimento do 7.45+362° 10.64 + 6.01 ® 10.05 + 5.60 ® 19.36 +8.16 © 15.39 + 3.49 ™
pedinculo (2.17 - 13.91) (1.07 — 30.91) (2.83 - 22.31) (5.39 — 48.46) (8.67 — 21.61)
12- Comprimento da 44.46 +9.54 ° 50.36 +19.49 2 37.00 £ 12.67° 78.99 + 27.28° 52.60 + 17.88 2
inflorescéncia (26.04 — 58.08) (14.25 —109.32) (11.72 — 59.06) (20.83 — 138.06) (25.69 — 83.29)
13- Comprimento da 261+051° 215+041%® 1.63+0.12° 6.40 +1.52°¢ 291+0.81°
bractéola da flor (1.70 — 3.58) (0.94 — 2.75) (1.38 - 1.84) (3.76 — 12.18) (1.59 — 4.58)
estaminada
14- Largura de 1/4 da 0.34+0.08% 0.31+0.06% 0.29 +0.01° 0.33+0.09%® 0.37+0.07°
bractéola da flor (0.21 - 0.50) (0.19 — 0.48) (0.28 — 0.34) (0.17 - 0.61) (0.18 — 0.53)
estaminada
15- Largura de 2/4 da 0.71+0.14 *° 0.55+0.11% 0.50 + 0.03 ® 0.93+0.40° 0.77+0.23 ™
bractéola da flor (0.54 - 1.03) (0.29 — 0.75) (0.46 — 0.59) (0.37 — 2.28) (0.39—1.31)
estaminada
16- Largura de 3/4 da 0.79+0.19 2 0.60 +0.13°2 0.56 +0.07 ® 1.32+0.40° 1.06 +0.26 °
brécteola da flor (0.50 — 1.31) (0.36 — 0.92) (0.43-0.73) (0.65—2.51) (0.75-1.73)
estaminada
17- Quantidade de 6.21+1.42° 3.97 +0.69 ® 472+0.78% 6.60+1.82°¢ 5.38+1.65"
glandulas na bractéola (4.00 - 9.00) (3.00 — 5.00) (3.00 — 6.00) (4.00 — 15.00) (2.00 — 9.00)
da flor estaminada
18- Comprimento da 2.74+096 % 1.93+0.642 1.80+0.52° 0.82+274°¢ 3.64+1.24°
bractéola da flor (1.31-5.79) (0.82 — 3.44) (1.12 - 2.72) (5.02 — 18.67) (1.63-7.12)
pistilada
19- Largura de 1/4 da 0.40 + 0.06 2 0.32+0.092 0.39 +0.05® 047 +0.24%® 0.55+0.14°
bractéola da flor (0.25 - 0.54) (0.19 — 0.54) (0.29 - 0.47) (0.12 - 1.42) (0.31-0.86)
pistilada
20- Largura de 2/4 da 0.75+0.08 0.60 +0.24 2 0.60 + 0.09 ® 1.14 +0.43° 0.87+0.22%®
bractéola da flor (0.56 — 0.85) (0.25-1.17) (0.45—0.76) (0.26 — 2.23) (0.38 —1.31)
pistilada
21- Largura de 3/4 da 0.90 +0.27 2 0.74+0.28 2 0.82 + 0.08 1.88+0.65° 1.82+0.49°
bracteola da flor (0.47 — 1.48) (0.26 — 1.52) (0.67 — 0.96) (0.71 - 4.30) (0.95 - 2.86)

pistilada
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Caracteres CL1, CL2, CL3,
morfologicos CAM1 CM1, CM2, CM3 CAM?2 CL4 CLS CAL
22- Quantidade de 7.36+1.65°2 5.86 +2.32 2 6.52 +1.00 ° 12.38 +5.01° 12.64 + 3.03°
glandulas na bractéola (4.00 — 10.00) (3.00 — 13.00) (4.99 — 8.07) (4.00 — 26.00) (8.00 — 18.00)
da flor pistilada
Flor Estaminada
23- Comprimento da 5.68 + 0.88 ™ 5.48 +0.48 ° 3.93+0.28° 8.65+0.97 ¢ 6.16 +0.39
flor estaminada (4.02 - 6.84) (4.70 — 6.65) (3.44 — 4.47) (6.09 — 11.09) (5.68 — 7.04)
24- Comprimento do 3.78+054° 3.72+1.01° 1.59+0.41° 3.79+1.07° 3.09+087°
pedicelo (2.72 - 4.87) (1.85—5.94) (0.84 — 2.43) (1.13 - 6.83) (1.86 — 4.89)
25- Comprimento da 4,09 +0.50“ 3.69 +0.36 ™ 3.25+0.34° 444 +0.51¢ 3.51+0.39%
sépala (3.11 — 4.88) (2.66 — 4.67) (2.78 — 3.87) (3.28 - 5.67) (2.59 — 4.14)
26- Largura da sépala 2.28+0.31° 1.79+0.19° 1.80+0.29° 2.28+034° 1.87+0.22°
(1/2) (1.66 —2.91) (1.21 - 2.20) (1.42 — 2.49) (1.45 - 3.61) (1.61 —2.48)
27- Comprimento da 451+049° 3.93+0.38° 2.98 +0.43° 4.40+0.60 ¢ 3.68+0.34°"
pétala (3.62 — 5.47) (2.88 — 4.77) (2.02 — 3.54) (2.16 — 6.14) (2.94 — 4.03)
28- Largura da pétala 2.91+0.38° 2.83+041° 232+0.22° 2.64+0.46 % 2.45+0.24°
(1/2) (2.32 - 3.94) (1.86 — 3.72) (1.96 — 2.73) (1.31-3.85) (1.97 — 2.98)
29- NUmero de estames 11.00+0.00? 11.12+0.28 % 14.66 +1.58° 11.20+0.37% 11.21+0.40°2
(11.00 — 11.00) (11.00 — 12.00) (15.00 — 17.00) (11.00 — 12.00) (11.00 — 12.00)
30- Comprimento do 4.99 +0.64° 4.79+058° 3.41+0.35° 785+1.14°¢ 5.51+0.56°"
maior estame (3.70 - 6.08) (3.43-6.24) (2.84 — 3.99) (5.77 — 11.52) (4.53 - 6.70)
Flor Pistilada
31- Comprimento da 8.72+0.79° 7.11+0.81° 4.82+0.77° 12.46 + 1.58 ¢ 8.09+0.16 ™
flor pistilada (7.45 - 10.10) (5.17 — 8.74) (3.58 — 6.22) (8.89 —17.71) (7.64 — 8.20)
32- Comprimento do 5.86+0.99 " 8.64+233° 437+191° 3.45+0.90 2 3.55+0.37 2
pedicelo (3.92 — 7.60) (2.85 — 12.16) (1.53 — 8.42) (0.86 — 5.90) (2.91 - 4.62)
33- Comprimento da 8.81+085° 6.85+0.99 " 3.75+050° 12.08 +1.47 ¢ 7.75+0.75°
sépala (7.71 - 10.57) (4.42 — 8.95) (2.78 — 4.60) (9.63 — 17.90) (6.40 — 9.06)
34- Largura da sépala 1.84+0.24 " 1.64+045" 1.17+0.41° 2.02+050° 1.63+0.27°
(1/2) (1.40 — 2.33) (0.99 — 2.39) (0.70 — 2.10) (0.84 — 3.32) (1.15 — 2.20)
35- Quantidade de 18.70 + 4.08"° 12.81+4.96 ® 8.13+2.26° 47.18+9.81° 63.37 +10.73 ¢
glandulas na sépala (12.00 — 25.00) (8.00 — 32.00) (4.23 - 13.00) (24.00 — 86.00) (45.00 — 87.00)
36- NGmero de 13.03+1.29° 9.83+0.94°2 9.25+0.25° 9.06+1.01° 9.25+0.62 2
estigmas (10.00 — 15.00) (9.00 — 12.00) (9.00 — 10.00) (6.00 — 13.00) (8.00 — 11.00)
37- Comprimento do 3.91+0.25° 3.93+0.69° 2.81+052° 6.54+1.14° 3.68+0.61°
maior estilete (3.61 — 4.45) (2.19 — 5.65) (2.08 — 3.85) (3.65 — 8.81) (2.38 — 4.91)
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Tabela 3. Relacdo dos oito primers de ISSR (Wolf 1998) selecionados para o estudo e suas respectivas seqiiéncias
iniciadoras.

Primer Sequéncia iniciadora
UBC 843 CTCTCTCTCTCTCTCTRA
UBC 844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC
BECKY CAC ACACACACACAYC
JHON AGA GAG AGA GAG AGY C
MAO CTCCTCCTCCTCRC
MANNY CAC CAC CACCACRC
ISSR 6 AGA GAG AGA GAG AGA GYT
TERRY GTG GTG GTG GGT GRC

Tabela 4. Classificagao de individuos na analise de discriminante de 10 caracteres vegetativos nas 11 populagdes estudadas.
Na Tabela 1 encontram-se 0s nomes das populagoes.

Porcentagem CAM1 CM1 CM2 CM3 CAM2 CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CAL

correta
CAM1 86,66666 13 - 2 - - - - 5 - 3 -
cM1 73,33334 - 11 2 1 1 - ; ] ] ] ]
CcM2 86,66666 - - 13 1 1 - ; ] ] ] ]
CM3 7333334 - - 1 11 3 - ] ] ] ] ]
CAM2 53,84615 - 2 2 2 7 ; ; ] ] ] ]
cL1 60,00000 - - - - - 9 1 1 2 2 ]
cL2 60,00000 - - - - - 2 9 - 1 3 ]
CL3 80,00000 - - - - - 1 2 12 ] ) ]
CL4 40,00000 - 1 - ; ; 3 4 ) 6 ] 1
CL5 53,33333 - - - - - 2 3 1 1 8 ]
CAL 80,00000 1 - 1 - - ] i ] ] 1 12
Total 68,09816 14 14 21 15 12 17 19 14 10 14 13

Tabela 5. Classificagdo de individuos na analise discriminate de 37 caracteres morfologicos (vegetativos e reprodutivos) em
11 populagOes analisadas. Na Tabela 1 encontram-se 0os nomes das populagoes.

Porcentagem CAM1 CM1 CM2 CM3 CAM2 CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CAL

correta
CAM1 100,0000 15 - - - - 3 - - - - 3
cM1 100,0000 - 15 - - ; ; ; - ] ] ]
CM2 100,0000 - - 15 - - ; - ; ] ] ]
CcM3 933333 - - 1 14 - - - ; ] ] ]
CAM2 100,0000 - - - - 13 - ; ; ] ] ]
CL1 100,0000 - - - - ) 15 ; ; ] ] ]
CL2 100,0000 - - - - ; - 15 ] ] ] ]
CL3 100,0000 - - - - ; ] ) 15 ] ] ]
CL4 100,0000 - - - - ; - ; ) 15 ] ]
CL5 93,3333 - - - - - 1 - - - 14 -
CAL 100,0000 - - - - ; ] - ] ] ) 15

Total 98,7730 15 15 16 14 13 16 15 15 15 14 15




Tabela 6. Correlacdes entre as varidveis e 0s trés primeiros eixos candnicos
discriminantes da CVA para as 11 populagdes. Os nomes das variaveis estdo
na Tabela 2.

Variavel Todos os caracteres Caracteres vegetativos
Eixol Eixo2 Eixo3 Eixol Eixo2 Eixo3

V1 0,372 -0,281 0,156 -0,578 0,157 1,791
V2 -0,073 -0,124  -0,298 0,177 0571 -0,191
V3 0,556 0,567 -0,544 -0,421 0,403 1,230
V4 -0,522 0,669 0,347 1,023 -0,371 -1,676
V5 0,108 0,107 0,105 0,479 0,170 0,413
V6 -0,012 -0,607 0,100 -0,185 -0,114 -0,316
V7 -0,028 -0,314 0,270 -0,013 -0,926 0,147
V8 -0,014 -0,038 -0,333 0,180 0,540 0,158
V9 -0,124 -0,057 0,035 -0,671 -0,072 -0,480
V10 -0,340 0,138 0,060 -0,192 0,261 -0,355

V11 -0,058 0,311 0,292
V12 -0,065 0,040 0,240
V13 -0,084 -0,041 0,376
V14 -0,073 0,059 -0,093
V15 -0,113 0,203 -0,516
V16 -0,096 0,039 0,081
V17 -0,103 0,195 -0,455
V18 -0,255 -0,333  -0,127
V19 0,648 0,323 -0,113
V20 -0,409 -0,181  -0,008
V21 -0,124 -0,153 0,235
V22 -0,057 0,213 -0,212
V23 -0,452 -0,072 0,010
V24 0,049 -0,347 0,091
V25 0,416 0,020 0,018
V26 -0,139 0,014 -0,207
V27 -0,091 -0,116  -0,309
V28 0,374  -0,052 0,103
V29 0,170 0,584 0,237
V30 -0,165 -0,104 0,189
V3l -0,011 0,521 -0,002
V32 0,585 -0,558 0,120
V33 -0,324 -0,713  -0,185
V34 -0,269 -0,124  -0,287
V35 -0,202 0,607 0,154
V36 0,088 -0,068  -0,568
V37 -0,329  -0,260 0,111




Tabela 7. Parametros de variabilidade genética das 11 populagdes presentes nesse trabalho. A
(NUmero de bandas), %P (Loci polimérficos), He (Heterozigosidade meédia esperada); |
(Indice de Shannon). Identificacdo das populagdes na Tabela 1.

Populagio A %P He | exc'l‘lj’sciivos
CAM1 87 68,10% 0,206 0,318 0
cM1 83 61,21% 0,188 0,289 0
CM2 66 44,83% 0,113 0,182 0
CM3 88 53,45% 0,146 0,230 0
CAM2 50 30,17% 0,088 0,137 0
cL1 87 70,69% 0,223 0,343 0
cL2 70 50,86% 0,151 0,235 0
CcL3 80 61,21% 0,176 0,275 0
CL4 77 61,21% 0,180 0,280 0
CL5 79 60,34% 0,187 0,288 0
CAL 72 50,86% 0,154 0,237 0
Média 55,72% 0,165 0,256 0
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Tabela 8. Identidade Genética de Nei (Nei Unbiased Genetic Identity — Nei 1978) estimada com base
nos padrdes de ISSR entre as populacdes analisadas. Para os cddigos das populaces, ver Tabela 1.

Populagdes | CAM1 CM1 CM2 CM3 CAM2 CL1 CL2 CL3 CL4 CL5 CAL

CAM1 | 1,000

CM1 0,918 1,000

CM2 0,900 0,950 1,000

CM3 0,752 0,720 0,723 1,000

CAM2 | 0,817 0,778 0,811 0,733 1,000

CL1 0,863 0,818 0,833 0,726 0,781 1,000

CL2 0,831 0,761 0,798 0,719 0,788 0,944 1,000

CL3 0,853 0,807 0,825 0,740 0,801 0,917 0,942 1,000

CL4 0,832 0,774 0,777 0,706 0,758 0,914 0,916 0,899 1,000

CLS5 0,833 0,779 0,776 0,712 0,746 0,926 0,927 0,915 0,956 1,000
CAL 0,800 0,771 0,800 0,737 0,816 0,889 0,877 0,860 0,848 0,845 1,000

Tabela 9. Resumo da analise Molecular de Variancia (AMOVA) das populagdes analisadas, a partir
de dados de ISSR. Para os cédigos das populages, ver Tabela 1.

Df Soma dos Componentes Percentual de
quadrados da variancia variacao
Variancia entre
populacdes 10 1298.856 129,886 41%
Variancia
dentro das 152 1775.800 11.683 59%
populagdes ’

Total 162 3074.656 - 100%
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Figura 1. Distribuicdo geogréafica de C. longibracteatus (o) e C. muscicapa (A). Pontos
dentro dos simbolos sdo areas coletadas. C. muscicapa (CM1, CM2, CM3) em vermelho;
morfotipo CAML1 rosa; morfotipo CAM2 vermelho escuro; C. longibracteatus (CL1, CL2,
CL3, CL4, CL5) verde claro; e morfotipo CAL verde escuro.
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Figura 2. Populagdes de espécies de Croton analisadas. A-C: C. muscicapa. A. Inflorescéncia com
botdes estaminados e flor pistilada; B. Flores pistiladas; C. Inflorescéncia com bowZes e flores
estaminadas. D-F Populacdo CAM1. D. Habito; E. Inflorescéncia com flor pistilada; F. Inflorescéncia
com botdes e flores estaminadas; G—H Populagdo CAM2. G. Inflorescéncia com flores estaminadas;
H. Inflorescéncia com flores pistiladas; 1-K C. longibracteatus. |. Habito; J. Inflorescéncia com
botdes estaminados e flor pistilada; K. Inflorescéncia com flores pitiladas, e flores e botbes
estaminados; L-O: Populagdo CAL L. Habito; M. Inflorescéncia com flores pistiladas e flor
estaminada; N. Flor pistilada; O. Inflorescéncia com flores estaminadas. Fotos: D.S. Carneiro-Torres e
B.L.R. Barbosa.
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Figura 3. Caracteres utilizados na avaliagdo morfométrica entre as espécies de Croton analisadas. 1-
10: Folha 1. Comprimento; 2. Largura ¥a; 3. Largura %%; 4. Largura ¥4; 5. Angulo do apice; 6. Angulo
da base; 7. Comprimento do peciolo; 8. Largura do peciolo; 9. Comprimento da estipula; 10. Largura
da estipula. 11-12 Inflorescéncia 11. Comprimento do peddnculo; 12. Comprimento da inflorescéncia.
13-23 Flor estaminada 13. Comprimento da flor; 14. Comprimento do pedicelo; 15. Comprimento do
maior estame; 16. Comprimento da sépala; 17. Largura da sépala; 18. Comprimento da pétala; 19.
Largura da pétala; 20. Comprimento da bractéola; 21. Largura ¥ da bractéola; 22. Largura ¥ da
bractéola; 23. Largura % da bractéola. 24-32 Flor pistilada 24. Comprimento da flor; 25.
Comprimento do pedicelo; 26. Comprimento da sépala; 27. Largura de sépala; 28. Comprimento da
bractéola; 29. Largura ¥4 da bractéola; 30. Largura % da bractéola. 31. Largura % da bractéola; 32.
Comprimento do maior estilete.
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Figura 4. Representacdo dos escores dos trés primeiros eixos da CVA usando 10 caracteres
vegetativos em 11 populacdes de C. muscicapa e C. longibracteatus. A. Eixo canénico 1 e 2; B. Eixo

candnico 1 e 3. Os nomes das popula¢Bes encontram-se da Tabela 1.
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Figura 5. Representacdo dos escores dos trés primeiros eixos da CVA usando 37 caracteres
morfologicos em 11 populac@es estudadas. A. Eixo candnico 1 e 2; B. Eixo canonico 1 e 3. Os nomes

das populag6es encontram-se da Tabela 1.
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Figura 6. Dendrograma apresentando as relagdes fenéticas entre as populacfes analisadas, construido
usando a matriz de Distancia Generalizada de Mahalanobis com algoritmo de agrupamento UPGMA.
Baseado em: A. 10 caracteres vegetativos para as 11 populacBes. B. 37 caracteres morfologicos
vegetativos e reprodutivos para 11 populagdes; Os nomes das popula¢Bes encontram-se na Tabela 1.
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Figura 7. Anélise de agrupamento das populagdes a partir dos dados genéticos, atraves da distancia
genética de Nei obtida a partir de ISSR, utilizando o método de Neighbor-Joining. Para os codigos das
populagdes, ver Tabela 1.
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Figura 8. Mapa indicando a &rea de coleta, nos estados da Bahia e Minas Gerais, e estruturagéo
genética das 11 populagdes analisadas no trabalho. As cores nas localizages de coletas do mapa estéo
relacionadas ao grafico de estruturacdo gerado a partir de dados moleculares de ISSR com o Software
STRUCTURE indicando o valor de AK=4.
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Abstract

Croton is a genus that belongs to the Euphorbiaceae family, which includes more than 1,300
accepted species and several new ones are being continuously described, mainly in Brazil.
Two new species named Croton aemulus and C. graomogolensis are herein described in C.
sect. Barhamia subsect. Barhamia, and compared to C. muscicapa and C. longibracteatus.
They were firstly revealed by analyses including population genetics and morphometrics, and
are supported as new species by geographical and ecological patterns, as well as by
anatomical and SEM features. Both new species are only known to Minas Gerais, Brazil,

being Croton aemulus found in “cerrado de altitude™ and C. graomogolensis in "campo

rupestre” vegetation.

Key words: Crotonoideae, Espinhaco Range, campo rupestre, cerrado de altitude,

hybridization
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Introduction

Croton Linnaeus (1753: 1004) is a large genus of Angiosperms, with about 1,300 species,
being the second more diverse in Euphorbiaceae family (Webster 1994, Berry et. al. 2005,
van Ee et al. 2011), belonging to the subfamily Crotonoideae Burmeister (1837: 247). It
presents a pantropical distribution, predominating in dry forests around the world, less
commonly found in humid environments (Webster 1993, Carneiro-Torres 2009). This is a
very diverse genus in Brazil, where is represented by 311 species, including 249 endemics
(Cordeiro et al. 2015). However, the total diversity of this genus is far to be completely
known, as several new species are being continuously described to the neotropical region,
including Brazil (Martinez Gordillo & de Luna 2005, Lima & Pirani 2008, Secco 2009,
Caruzo et al. 2010, Carneiro-Torres et al. 2011, Silva et al. 2014).

Croton presents a very complex taxonomy, represented by herbs to trees or rarely
vines (Carneiro-Torres 2009). Its species display typical trichomes, varying from stellates to
lepidotes; translucent to red latex; leaves orange colored at senescence; and pseudoracemose
inflorescences, often with staminate flowers at the apex and the pistillate ones at the base of
the rachis; and stamped stamens on the floral button also easily define the group (Lima &
Pirani 2003, van Ee et al. 2011).

The current infrageneric classification of this genus includes 40 sections, based on
morphological and molecular information (van Ee et al. 2011). Among them, Croton sect.
Barhamia (Klotzsch) Baillon (1858: 367) includes 84 species characterized by the absence of
glands at the base of the leaf blades and apex of the petiole, bracts and sepals often glandular,
as well as the number of stamens varying of (3)8 to15(20) (van Ee et al. 2011). This section is
composed by five subsections and among them, the subsect. Barhamia (Klotzsch) B.W. van

Ee (2011: 816) comprises 19 species, occurring in Central and South America.
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According to van Ee et al. (2011), Croton subsect. Barhamia is characterized by
stellate indumentum, loosely or appressed-stellate, or less commonly glabrous; leaf margins
serrate to dentate with a palmate venation; stipules glandular, glandular-lobed or dissected:;
sepals of pistillate flowers valvate to reduplicate-valvate, glandular, and some species display
viscid foliage. They occur mainly in open and dry vegetation, between 100 to 1200 m.a.s.l.
(van Ee et al. 2011). Sixteen species of this subsection are found in Brazil, for instance, C.
muscicapa Mdller Argoviensis (1874: 199) and C. longibracteatus Martinez Gordillo & de
Luna (2005: 568), the main focus of the present work.

Historically, Croton muscicapa had its distribution known from Bahia to Minas Gerais
states, along the Espinhaco range (Lima & Pirani 2003). Martinez Gordillo & de Luna (2005)
recognized some specimens from Bahia previously identified as C. muscicapa, as the new
species C. longibracteatus. Both species are currently cited as occurring in Bahia and Minas
Gerais states (Cordeiro et al. 2015), but Carneiro-Torres (2009) had commented that they
were frequently confused due vegetative and reproductive characters overlapping. As part of
our recent field trips along the Espinhaco range and adjacent regions, we have confirmed a
consistent variation between them and we found other populations morphologically
distinguished by several characters, including environment conditions.

Using morphometrics and population genetics we understand that those divergent
populations represent different taxonomic entities (see Barbosa et al. in prep.) and these
differences are being reinforced here, using leaf anatomy and micromorphological patterns.
Hence, the present paper formally describes and illustrates two new species of Croton from
Minas Gerais, Brazil, related to C. muscicapa and C. longibracteatus, occurring in Gréo
Mogol, Serranopolis de Minas and Jequitinhonha municipalities. Consecutively, we propose

modifications in the circumscription of Croton muscicapa and C. longibracteatus, which are
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being considered endemic to the Chapada Diamantina region, the northern portion of

Espinhaco range in Bahia state.

Material and methods

Taxon sampling and morphological analyses
As part of our previous work (Barbosa et al. in prep.) we analyzed samples of 163 individuals
distributed in 11 populations and 37 vegetative and reproductive variables by uni and
multivariate morphometrics. In addition, the genetic structure was analyzed by ISSRs
markers, and both data were decisive in order to discriminate the new species described here.
The present study was also based on examination of other herbarium samples housed
at HUEFS, UEC, SP, SPF, RB, MOBOT-BR, MBM, BHCB (acronyms according to Thiers
2016+), and also on field trips along Bahia and Minas Gerais states, Brazil. We adopted the
morphological terminology by Carneiro-Torres (2009), Martinez-Gordillo & de Luna (2005),

Muller Argoviensis (1874). The distribution map was made using ArcGIS 10.3 (ESRI 2015).

Leaf anatomy and SEM analyses
The anatomical analyses were made using leaves collected from the third branch of 33
individuals, belonging to 11 populations (three of each one) that were included in our
previous work, involving morphometrics and population genetics (Barbosa et al. in prep.).
The samples used to anatomical analyses are identified with asterisk (*) in the examined
materials available below.

The samples were fixed in FAA 50% for 24 hours. All the samples were exposed to
vacuum chamber during fixation and then transferred to ethyl alcohol 70%. Fragments of the

leaf petiole and blade were selected to analyses and transferred to tert-Butyl alcohol 70%,
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where remained for approximately seven days, and then, were dehydrated in tert-butanol
series upward (Johansen 1940) and placed in histological paraffin.

Transversal and longitudinal sections were made using rotary microtome with
thickness of about 10 um. Slides were stained with alcoholic safranin 1,5% and aqueous astra
blue 1% (Gerlach 1969) and assembled in synthetic resin. Photomicrographs were made using
microscope Olympus BX51 adapted with digital camera Olympus E330. In order to analyze
the leaf surfaces in scanning electron microscope (SEM) we used samples mounted on stubs
covered with carbon adhesive tape, coated with gold in sputtering Balzers SCD 050 and
Denton Vacuum Dessk 1V, and analyzed in SEM Zeiss LEO 1430VP.

These analyses were made respectively in the Anatomy Laboratory of the Federal
University of the Reconcavo Baiano (UFRB) and the SEM Laboratory at the State University

of Feira de Santana, Bahia (UEFS).

Taxonomic treatment

Key for identification of species related to C. muscicapa and C. longibracteatus

1. Leaf blades with apex acuminate, base cordate to subcordate, margin dentate; stipules
lanceolate, glandular; sepals of pistillate flower with glands long stipitate............cc.ccccvevenene. 2
-. Leaf blades with apex acute, base cordate, margin serrate; stipules glandular, resembling a
brunch of grapes; sepals of pistillate flowers with glands short stipitate.............cc.ccecvvcervennns 3
2. Leaf blades with adaxial surface subglabrous; margin with one gland at the apex of each
tooth; staminate flowers 6.09-11.09 mm long, stamens 5.77-11.52 mm long, bracts 3.76-
12.18 mm long; pistillate flowers 8.89-17.71 mm long, presenting sepals with glands long
stipitate; bracts 5.02-18.67 mm long; Bahia, "campo rupestre” vegetation, 780 to 1021

1 PSPPI C. longibracteatus
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- Leaf blades with adaxial surface pubescent; margin with 3-4 glands at the apex of each
tooth; staminate flowers 5.68-7.04 mm long, stamens 4.53-6.70 mm long, bracts 1.59-4.58
mm long; pistillate flowers 7.64-8.20 mm long, presenting sepals with glands short stipitate;
bracts 1.63-7.12 mm long; Minas Gerais, "cerrado de altitude" vegetation, 1088 to 1134
ST TSP PP PP TSP PT P PRPPPPP C. aemulus
3. Staminate flowers 4.02-6.84 mm long, stamens 11-12; pistillate flowers (-5.17) 6.0-10.10
mm long; Bahia, seasonal forests and caatinga vegetation, 593 to 740 m ............ C. muscicapa
- Staminate flowers 3.44-4.47 mm long, stamens often 15-17; pistillate flowers (-3.58) 4.0-

6.22 mm long; Minas Gerais, "campo rupestre” vegetation, 873 to 1100..... C. graomogolensis

Formal description of the new species

Croton aemulus Barbosa & Carn.-Torres, sp. nov. Fig. 1 A-E, 2 A-F, 3 B, 5.

Type:—BRAZIL: Minas Gerais: Jequitinhonha. Serra de areia no topo da serra, 16°20°11.2”’S
e 41°5°25.4”W, 1088m, 21 Nov. 2015, B.L.R. Barbosa, D.S. Carneiro-Torres, M.S. Silva &
J.F.C. Oliveira 19* (holotype: HUEFS!; isotypes: ALCB!, MBM!, SP!, SPF!, RBI!, K!, M!,

MO!, NY!, PI).

Diagnosis:—Croton aemulus differs from C. longibracteatus by having leaf blades with
adaxial surface pubescent, leaf margins with 3-4 glands at the apex of each tooth; staminate
and pistillate flowers, stamens and bracts with smaller sizes, and sepals of the pistillate
flowers with glands short stipitate (vs. leaf blades with adaxial surface subglabrous, leaf
margins with one gland sessile at the apex of each tooth; staminate and pistillate flowers, as
well as stamens and bracts with bigger sizes and sepals of the pistillate flowers with glands

long stipitate).
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Description:—Monoecious shrub, erect, 1 m tall, viscid foliage, green-vinaceous, pubescent.
Leaves simple, alternate, venation palmate, blade ovate, 31.57-70.77 x 21.18-47.23 mm, apex
acuminate, base cordate to subcordate, margin with 3-4 glands at the apex of each tooth,
pubescent on both surfaces; petiole 8.63-29.99 mm long, hirto-pubescent, eglandular; stipules
lanceolate, glandular, 1.68-3,76 x 0.83-2.34 mm. Inflorescences terminal, bisexual, 25.69-
83.29 mm long, hirto-pubescent, distal staminate flowers with the proximal pistillate flowers,
distributed continuously along the rachis; bracts lanceolate. Staminate flowers yellowish-
green, 5.68-7.04 mm long; pedicels 1.86-4.89 mm long; bracts 1.59-4.58 mm long; sepals 5,
ovate, 2.59-4.14 x 1.61-2.48 mm, adaxial surface glabrous, abaxial surface pubescent with
trichomes at the apex; petals 5, ovate, 2.94-4.03 x 1.97-2.98 mm, stamens 11-12, 4.53-6.70
mm long. Pistillate flowers green, 7.64-8.20 mm long; pedicels 2.91-4.62 mm long; bracts
1.63-7.12 mm long, fimbriate-glandular, glands long stipitate concentrated at the base; sepals
5, lanceolate, 6.40-9.06 x 1.15-2.20 mm, pubescent, margin glandular, glands short stipitate,
reduplicate; petals absent; ovary globose, pubescent, styles 3, united at the base, stigma 8-11,
glabrous. Capsules globose, 6.81-7.44 x 5.87- 6.02 mm, pubescent; seeds globose, 3.70-4.08 x

2.66-3.22 mm, smooth, carunculate.

Etymology:—The epithet “aemulus” made reference to the general and confuse morphology

of this new species, which is quite similar to Croton longibracteatus and C. graomogolensis.

Morphological comments:—Croton aemulus is morphologically similar to C.
longibracteatus on general aspect (Fig.4F-J), and they share several characters such as
stipules lanceolate and glandular, leaf blades with margin dentate and similar number of
stamens. They differ mainly by the presence, in the new species, of leaf blades with adaxial

surface pubescent, margins with 3-4 glands at the apex of each tooth, pistillate flowers 7.64-
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8.20 mm long, and sepals lanceolate, with glands short stipitate (vs. leaf blades with adaxial
surface subglabrous, margins with one gland at the apex of each tooth, pistillate flowers 8.89-
17.71 mm long, and sepals lanceolate, with glands long stipitate in C. longibracteatus). Both
species share leaf anatomical characters as discussed below, however also present differences
that support our taxonomic decisions.

Moreover, Croton aemulus is also similar to C. graomogolensis by the size of pistillate
and staminate flowers and small bracts (Tab. 1). Therefore, it differs in having leaf blades
pubescent on the adaxial surface, margins with 3-4 glands at the apex of each tooth, staminate
flowers with 5.68-7.04 mm long and stamens 11-12 (vs. leaf blades glabrous to subglabrous
on the adaxial surface, margin with 1-3 glands at the apex of each tooth, staminate flowers
with 3.44-4.47 mm long and stamens often 15-17).

According to the results of morphometrics and genetic analyses (Barbosa et al. in
prep.) there are several arguments to recognize Croton aemulus as an independent taxon.
Although it displayed an intermediate position among the populations of C. longibracteatus
and C. graomogolensis + C. muscicapa, based on both vegetative and reproductive characters,
it has morphological characters that do not overlap with these species. Data of ISSR markers
also revealed its intermediate position and shared genetic pool with C. longibracteatus and C.
graomogolensis. In this way, we confirm this species as a divergent entity, which probably is
a result of current or historical natural hybridization, involving C. longibracteatus (from
Bahia) and the other new species following described (C. graomogolensis) which occurs in

neighbor localities in the northern of Minas Gerais.

Geographic distribution, habitat and conservation:—Croton aemulus is restricted to the
state of Minas Gerais, in the southeastern Brazil, only known at this moment to Jequitinhonha

municipality (Fig. 5). It was only found in the Biological Reserve of "Mata Escura”, included



88

in "cerrado de altitude” vegetation, typically with sandy soil in elevations of 1088 to 1134 m
(Tab. 1). This species is here considered as Endangered CR (B1 B2 ab (ii)) according to
IUCN (2012), because it is only known from a single locality, with an AOO (area of

occurrence) estimated to be less than 15 km?.

Paratypes:—BRASIL. Minas Gerais: Jequitinhonha, Reserva Bioldgica da Mata Escura,
16°26°2”S 41°0°12”W, 31 Dec. 2004, Mello-Silva et al. 437 (SP, SPF, RB); 16°20'18"S

41°05'23"W, 25 Mar. 2008, Almeida et al.1308 (BHCB).

Croton graomogolensis Barbosa & Carn.-Torres, sp. nov. Fig. 1F-L, 2 G-L, 3D, 5.

Type:—BRASIL: Minas Gerais: Grdo Mogol. Inicio da Trilha do Bardo, lado esquerdo,
16°33°24.8”S e 42°53°27.6”W, 873m, 20 Nov. 2015, B.L.R. Barbosa, D.S. Carneiro-Torres,
M.S. Silva, J.F.C. Oliveira 17* (holotype: HUEFS!; isotypes: ALCB!, MBM!, SP!, SPFI!,

RB!, K!, M!, MO!, NY!, P).

Diagnosis:—Croton graomogolensis differs from C. muscicapa in having smaller pistillate
flowers, 3.58-6.22 mm long and stamens often 15-17 (vs pistillate flowers 6.0-10.10 mm

long and stamens 11-12).

Description:—Monoecious shrub, erect, 2 m tall, viscid foliage, green-vinaceous, glabrous.
Leaves simple, alternate, venation palmate, blade ovate, 19.16-48.16 x 14.82-37.47 mm, apex
acute, base cordate, margin with 1-3 glands at the apex of each tooth, adaxial surface glabrous
and subglabrous, abaxial surface pubescent to glabrous; petiole 9.04-32.57 mm long,
glabrous, eglandular; stipules glandular resembling a brunch of grapes, 0.93-1.56 x. 0.92—

1.26 mm. Inflorescences terminal, bisexual, 11.72-59.06 mm long, glabrous, distal staminate
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flowers with the proximal pistillate flowers, distributed continuously along the rachis; bracts
lanceolate. Staminate flowers yellowish-green, 3.44-4.47 mm long; pedicels 0.84-2.43 mm
long; bracts 1.38-1.84 mm long; sepals 5, ovate, 2.78-3.87 x 1.42-2.49 mm, both adaxial and
abaxial surfaces glabrous; petals 5, oblong, 2.02-3.54 x 1.96-2.73 mm; stamens 15-17, 2.84-
3.99 mm long. Pistillate flowers green (-3.58) 4.0-6.22 mm long; pedicels 1.53-8.42 mm long;
bracts 1.12-2.72 mm long, fimbriate-glandular; sepals 5, 2.78-4.60 x 0.70-2.10, lanceolate,
glabrous, margin glandular, short stipitate glands, not reduplicate; petals absent, ovary
globose, glabrous, styles 3, united at the base, stigma 9-10. Capsules globose, 5.30 x 4.97

mm, glabrous; seeds globose 4.75 x 4.23 mm, smooth, carunculate.

Etymology:—The specific epithet made reference to Grdo Mogol municipality, in Minas

Gerais, Brazil, where this species was collected for the first time.

Morphological comments:—Croton graomogolensis is morphologically similar to C.
muscicapa (Fig. 4A-E), due to the glabrous to pubescent indumentum, stipules glandular
resembling a brunch of grapes and margin of the leaf blades serrate. The difference is based
on the greater number of stamens, often 15-17, and pistillate flowers with 3.58-6.22 mm long
in Croton graomogolensis (vs. 11-12 stamens and pistillate flowers with 5.17-10.10 mm long
in C. muscicapa) (Tab. 1). They also share leaf anatomical characters, differing by some of
them, as discussed bellow.

Our results of morphometrics and genetic analyses (Barbosa et al. in prep.) also
supported Croton graomogolensis as a new species. It is very similar to C. muscicapa by
vegetative characters and the main differences are regarding reproductive information, as
commented above. In addition, they do not share the same genetic pool according ISSR

markers and shows distinct distribution and ecological preferences, as commented below.
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Geographic distribution habitat and conservation:—This species is restricted to the
"campo rupestre™ vegetation in Grdo Mogol and Serrandpolis de Minas, Minas Gerais, in
southeastern Brazil (Fig. 5), in elevations of 873 to 1100 m (Tab. 1). It is here considered as
Endangered EN (B2 ab (ii)) according to IUCN criteria (IUCN 2012) and is only known from
two localities, with an AOO (area of occurrence) estimated to be less than 80 km?. They occur
within the State Reserves of Grdo Mogol and Serra Nova, and we found herbaria specimens
collected in those areas in 2007, however, we did not find this species in these reserves as part

of our recent fieldtrips.

Paratypes:—BRASIL. Minas Gerais: Grdo Mogol, Serra do Grdo Mogol, 12 Nov. 1938,
Markgraf 3517 (RB); Serra do Espinhaco ca. 15 km oeste de Grdo Mogol, 19 Feb. 1969,
Irwin et al. 23528. (UEC 4602); Serra do Pipiri, 01 Jan. 1980, Hatschbach 42882 (MOBOT-
BR); em direcdo nordeste da cidade. 16°32°S 42°55°W, 22 May 1982, Giulietti et al. CFCR
3425 (SP, SPF); proximo da saida, na Estrada para Sdo Francisco Sa, 07 Jan. 1986, Cordeiro
et al. CFCR 9049 (SP, SPF); estrada para 0 Rio Ventania, rio temporario a leste da cidade, 25
Jul. 1986, Mello-Silva et al. CFCR 9952 (SP, SPF); escarpas a direita do Riachdo Ribeirdo, 21
May 1987, Mello-Silva & Pirani CFCR 10787 (SP, SPF); trilha dos Garimpeiros, 14 Jul.
1990, Hatschbach 54268 (HUEFS, MBM); estrada da Serra do Barao, 16°32°S 42°55’W, 22
Mar. 2000, Lima et al 93 (SPF). Serrandpolis de Minas, Sete Quedas, 17 Apr. 2007, Ribas &

Silva 7755 (MBM).

The recircumscription of Croton longibracteatus and C. muscicapa

Croton longibracteatus Mart.-Gord. & de Luna, Novon 15: 568-571. 2005. Fig. 3A, 4F-J, 5.
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Type:—BRASIL. Bahia: 7-10 km de Seabra-Itaberaba oeste de Lencois, 27. May 1980, R.M.

Harley et al. 22675 (holotype NY; isotype CEPEC!, IPA).

Description:—Monoecious shrub, erect, 1-3m tall, viscid foliage, green-vinaceous, hirto-
pubescent to pubescent. Leaves simple, alternate, venation palmate, blade ovate, 21.41-98.73
x 15.52-51.99 mm, apex acuminate, base cordate to subcordate, margin dentate with one
gland at the apex of each tooth, adaxial surface subglabrous, abaxial surface glabrous to
pubescent, trichomes stellate; petiole 7.59-43.53 mm long, hirto-pubescent, eglandular;
stipules lanceolate, glandular, 1.49-5.52 x 1.01-3.14 mm. Inflorescences terminal, bisexual,
20.83-138.06 mm long, hirto-pubescent, distal staminate flowers with the proximal pistillate
flowers, distributed continuously along the rachis; bracts lanceolate. Staminate flowers
yellowish-green, 6.09-11.09 mm long, pedicels 1.13-6.83 mm long; bracts 3.76-12.18 mm
long; sepals 5, ovate, 3.28-5.67 x 1.45-3.61 mm, adaxial surface glabrous with trichomes only
in the apex, abaxial surface glabrous; petals 5, ovate, 2.16-6.14 x 1.31-3.85 mm; stamens 11-
12, 5.77-11.52 mm long. Pistillate flowers 8.89-17.71 mm long; pedicels 0.86-5.90 mm long;
bracts pistillate flowers 5.02-18.67 mm, fimbriate-glandular glands; sepals 5, lanceolate, 9.63-
17.90 x 0.84-3.32 mm, pilose, margin glandular, glands long stipitate, reduplicate; petals
absent; ovary globose, pubescent; styles 3, united at the base, stigma 6-13, glabrous. Capsules
globose, 4.43-8.24 x 4.78-8.86 mm, pubescent; seeds globose, 3.86-6.01 x 2.61-4.04 mm,

smooth, carunculate.

Morphological comments:—Our results of morphometrics and ISSR analyses (Barbosa et
al. in prep.) confirmed Croton longibracteatus as an independent species, but we are
proposing some modifications regarding its original description made by Martinez-Gordillo &

de Luna (2005), likewise in relation to its geographical distribution, as commented below.
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Thus, the current morphological delimitation of Croton longibracteatus includes leaf blades
with adaxial surface subglabrous, margins with one gland at the apex of each tooth, staminate
flowers 6.09-11.09 mm long, stamens 5.77-11.52 mm long, bracts 3.76-12.18 mm long;
pistillate flowers 8.89-17.71 mm long, bracts 5.02-18.67 mm long and sepals of the pistillate

flowers with glands long stipitate.

Geographic distribution and habitat:—It occurs in “campo rupestre” vegetation from
Chapada Diamantina, Bahia, Brazil (Fig. 5), in elevations of 780 to 1021 m (Tab. 1). We did
not consider this species as threatened by extinction according to IUCN (2012) criteria,
because it occurs in five localities within a protected area, the National Park of Chapada

Diamantina.

Specimens examined:—BRAZIL. Bahia: Andarai, ca. 2km S de Andarai na estrada para
Mucugé. 10 Oct. 2008, Queiroz et al. 13590 (HUEFS); distrito lgatl, estrada de chdo de
Mucugé para Igat, 13°01°43.5”S 41°21°38”W, 28 Jan. 2015, Barbosa et al. 13* (HUEFS).
Lencdis, BR 242, na beira da pista, do outro lado do Rio Mucugezinho, antes da placa do
Orquidario, 12°27°52.3”S 41°25°45.4”W, 29 Jan. 2015, Barbosa et al. 14* (HUEFS); trilha
para a Pedra Verde, 30 Jan. 2015, Barbosa et al. 15* (HUEFS). Mucugé, em frente ao
Cemitério Bizantino. 13°00°406” 41°22°598”W, 26 Jan. 2015, Barbosa et al. 11* (HUEFS);
arredores da cidade, trilha para o Vale do Medonho, 13°05°21”’S 41°22°41”W, 27 Jan. 2015,
Barbosa et al. 12* (HUEFS). Palmeiras, area em frente ao Rio Mucugezinho. 17 Nov. 2006,

Neves 149 (HUEFS).
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Croton muscicapa Mull.Arg., in Mart. FI. bras. 11(2): 199. 1874. Fig. 3C, 4 A-E, 5.
Type: —BRASIL. Bahia, in Serra do Gado Bravo prope Villa Nova da Rainha, s.d., Martius

2260 (holotype M1).

Description:—Monoecious shrub, erect, 1-2m tall, viscid foliage, green-vinaceous, glabrous
to pilose. Leaves simple, alternate, venation palmate, blade ovate, 16.23-66.81 x 14.56-51.40
mm, apex acute, base cordate, margin serrate with 1-3 glands sessile at the apex of each tooth,
glabrous to pubescent on both surfaces, trichomes stellate; petiole 9.92-44.01 mm long,
glabrous to hirto-pubescent, eglandular; stipules glandular, resembling a brunch of grapes,
0.55-1.91 mm. Inflorescences terminal, bisexual, 14.25-109.32 mm long, glabrous to pilose;
distal staminate flowers with the proximal pistillate flowers, distributed continuously along
the rachis; bracts lanceolate. Staminate flowers 4.02-6.84 mm long; pedicel 1.85-5.94 mm
long, bracts 0.94-3.58mm long; sepals 5, ovate, 2.66-4.88 x 1.21-2.91 mm, adaxial surface
glabrous with trichomes at the apex, abaxial surface pubescente; petals 5, ovate, 2.88-5.47 x
1.86-3.94 mm; stamens 11-12, 3.43-6.24 mm long. Pistillate flowers (-5.17) 6.0-10.10 mm
long; pedicel 2.85-12.16 mm long, bracts 0.82-5.79 mm long, fimbriate-glandular glands;
sepals 5, 4.42-10.57 x 0.99-2.39 mm, lanceolate, glabrous to pubescent, margin glandular
short stipitate, not reduplicate; petals absent; ovary globose, glabrous to pubescent; styles 3,
united at the base, stigmas 9-15, glabrous. Capsules globose, 5.32-7.38 x 4.78-7.32 mm,

glabrous to pubescent; seeds globose, 3.15-5.02 x 2.25-3.74, smooth, carunculate.

Morphological comments:—Croton muscicapa is mainly characterized by the presence of
leaf blades with adaxial surface glabrous to pubescent, margins with one to three glands at the
apex of each tooth, staminate flowers 4.02-6.84 mm long; stamens 11-12, pistillate flowers (-

5.17) 6.0-10.10 mm long, bracts 0.82-5.79 mm long and sepals of the pistillate flowers with
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glands short stipitate. Its limits are being modified here, supported by morphometrics and
genetic information (Barbosa et al. in prep.). Besides the morphological differences
commented above regarding C. graomogolensis, C. muscicapa is distinct from C.
longibracteatus by width % of leaf blades, width % of bracteole and pedicel long of pistillate
flower, longer in C. muscicapa. They also present distinct genetic pool, reinforcing its

delimitation.

Geographic distribution and habitat:—It occurs in sazonal forest and "Caatinga"
vegetation in Chapada Diamantina, Bahia, Brazil (Fig. 5), in elevation of 593 to 740 m (Tab
1). We also did not consider this species as threatened by extinction according to IUCN
(2012) criteria, due its occurrence in six localities within a protected area, the National Park of

Chapada Diamantina.

Specimes examined:—BRAZIL. Bahia: Jacobina, estrada para a antiga Companhia Forga
Luz, 11°10°775”S 40°29°911”W, 16 Nov. 2014, Barbosa et al. 01* (HUEFS); Povoado de
Itaita, Cachoeira Véu de Noiva, 11°19°944”’S 40°30°198”W, 16 Nov. 2016, Barbosa et al. 04*
(HUEFS). Miguel Calmon, 14 Jan. 1991, Miranda & Esteves 331 (HUEFS). Palmeiras, Serra
Negra, 27 Apr. 2015, Barbosa et al. 16* (HUEFS). Pindobacu, Trilha para a Serra da Fumaca,
10°40°080”S 40°21°724”W, 17 Nov. 2014, Barbosa et al. 08* (HUEFS). Rui Barbosa, 28
May 2005, Costa 27 (HUEFS). Tapiramuta, estrada de chdo Bonito-Tapiramutad 25km de
Bonito, 27 Jun. 2005, Carneiro-Torres et al. 585 (HUEFS).

Leaf anatomy and SEM patterns

The four analyzed species displayed leaf blades with epidermis unstratified with thick

cuticule, trichomes stellate, stomata paracytic, laticifers non-articulated, dorsiventral
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mesophyll with idioblasts and druses crystals (Tab. 2; Fig. 6 and 7). The organization of
vascular bundle is collateral in both leaf blade and petiole; the leaf blades present concave
glands and the petiole has a rounded shape in all of them. All these characters are in
agreement with general findings of Metcalfe & Chalk (1950) for Croton species.

On the other hand, these species differ regarding the position of stomatas, petiole
surfaces, size of glands at margins of leaf blades and abundance of secondary compounds
(Tab. 2). Croton longibracteatus presents greater amount of secondary compounds and glands
at margins of leaf blades long stipitate, while other species showed lower quantity of
secondary compounds and glands at margins of leaf blades sessile or short stipitate. Croton
aemulus and C. longibracteatus shared hipostomatic leaf blades and petiole rounded;
however, C. aemulus had lower amount of secondary compounds and glands at margins of
leaf blades short stipitate. Croton muscicapa and C. graomogolensis shared amphistomatic
leaf blades, nonetheless C. muscicapa had a furrowed petiole, glands at margins of leaf blades
sessile and concave, while C. graomogolensis displayed petiole surface with projection,
glands at margins of leaf blades short stipitate, with straight margin and raised center (Tab.2;
Fig, 6 and 7).

The presence of different types of trichomes, such as stellate, lepidotes and its
variations; sclereids crossing the mesophillum, idioblasts containing lipophilic material or
crystals and diverse secretory structures as laticiferous and nectaries are common characters
of Croton species (Metcalfe & Chalk 1950). Secretory structures have been commonly used
in taxonomy and phylogeny of Euphorbiaceae groups, for example, vascularized floral
nectaries exclusive for Croton, vs. not vascularized in Astraea Klotzsch (1841: 194) (De-
Paula et al. 2011).

Recent studies made by Vitarelli et al. (2015) involved species belonging to Croton

sect. Cleodora (Klotszch) Baillon (1858:369) and C. sect. Lamprocroton (Muller
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Argoviensis) Pax (1890:93). These authors recognized the utility of the characters of secretory
structures to delimitate these groups, identifying some glands as colleters. Complementary
studies must involve the identification of chemical elements secreted by the glands found in
C. longibracteatus, C. muscicapa and the two new species related to them, in order to certify

the occurrence of colleters also in C. sect. Barhamia.
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TABLE 1. Morphological comparisons between Croton muscicapa, C. longibracteatus, and

the new species C. aemulus and C. graomogolensis.

Character/Species C. longibracteatus C. aemulus C. muscicapa  C. graomogolensis
Leaf blade Glabrous — Glabrous —
] Subglabrous Pubescent
adaxial surface pubescent subglabrous
Marginal blade
1 gland 3-4 glands 1-3 glands 1-3 glands
gland
Staminate
6.09-11.09 mm 5.68-7.04 mm 4.02-6.84 mm  3.44-4.47 mm
flowers
11-12 11-12 11-12 15-17
Stamens
577-11.52mm 453-6.70mm  3.43-6.24 mm 2.84-3.99 mm
o (-5.17) 6.0— (-3,58) 4.0-6.22
Pistillate flowers 8.89-17.71 mm  7.64-8.20 mm
10.10 mm mm
Sepals of the ) ] ) )
Reduplicate Reduplicate  Not reduplicate  Not reduplicate

pistillate flowers

Sepals gland of

the pistillate Long stipitate Short stipitate  Short stipitate Short stipitate
flowers
Bracts pistillate
_ 5.02-18.67 mm 1.63-7.12mm  0.82-5.79 mm 1.12-2.72 mm
flowers size
Distribution Bahia Minas Gerais Bahia Minas Gerais
) Cerrado de Sazonal Forest
Vegetation Campo rupestre ) ) Campo rupestre
altitude and Caatinga
Elevation 780-1021 m 1088 m 593-740 m 873 m
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TABLE 2. Micromorphological comparisons based on leaf anatomy and SEM analyses.

Chracters/ . ) .
. C. longibracteatus C. aemulus C. muscicapa C. graomogolensis
Species
; Unstratified, thick Unstratified, Unstratified, Unstratified,
Epidermal . . . . . . .
cuticle thick cuticle thick cuticle thick cuticle
Trichome leaf Stellate Stellate Stellate Stellate
Stomata Paracytic Paracytic Paracytic Paracytic
Leaf on ) . . . . ) . .
Hipostomatic Hipostomatic Amphistomatic Amphistomatic
stomata
position
Articulated Articulated Articulated Articulated
Laticiferous nonanastomosed nonanastomosed nonanastomosed  nonanastomosed
laticefers Laticefers laticefers laticefers
Dorsiventral

Dorsiventral

Dorsiventral

Dorsiventral

Idioblasts with

Mesophyll dioblasts with Idioblasts with Idioblasts with
druses crystals druses crystals druses crystals druses crystals
Vascular
bundle: leaf Collateral Collateral Collateral Collateral
and petiole
Petiole Rounded, Rounded, Rounded Rounded
smooth Smooth with furrow with projection
Short stipitate,
) .. ] ] concave with
Marginal leaf Long stipitate, Sessile, Sessile, i .
straight margin and
gland concave Concave Concave .
raised center
Secondary Much Little Little Little

compounds
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Figure legends

FIGURE 1. C. aemulus and C. graomogolensis. A-E C. aemulus (Barbosa et al. 19,
HUEFS). A. Habit; B. Stipules glandular lanceolate; C. Bracts; D. Staminate flower; E.
Pistillate flower. F-L C. graomogolensis (Barbosa et al. 17, HUEFS). F. Habit; G. Stipules
glandular like a brunch of grapes; H. Bracts in frontal view; 1. Bracts in lateral view; J.

Staminate flower; K. Pistillate flower; L. Ovary and styles. Drawing by Natanael Nascimento.

FIGURE 2. C. aemulus and C. graomogolensis. A-F C. aemulus. A. Habit; B. Inflorescences
with staminate flowers and bracts. C. Inflorescences with flower-bud, staminate and pistillate
flowers. D. Leaf and stipules, branch pubescent. E-F. Pistillate flowers. G-L. C.
graomogolensis. G. Habit. H. Inflorescences with flower-bud and staminate flower. 1.
Inflorescences with flower-bud, staminate flowers and fruit. J. Pistillate flowers and stipules.

K. Pistillate flowers. L. Branch. Photos by D.S. Carneiro-Torres and B.L.R Barbosa.

FIGURE 3. Morphological comparisons between species. Leaf margin, stipules, sepals and
bracts. A. C. longibracteatus (Barbosa et al. 11). B. C. aemulus (Barbosa et al. 19). C. C.

muscicapa (Barbosa et al. 04). D. C. graomogolensis (Barbosa et al. 17). Scale bars = 1mm.

FIGURE 4. C. muscicapa and C. longibracteatus. A-E. C. muscicapa: A. Habit. B. Leaf
glabrous. C. Stipules glandular like a brunch of grapes. D. Staminate flower. E. Pistillate
flower. F-J. C. longibracteatus. F. Habit. G. Leaf with details of the adaxial surface
subglabrous and abaxial surface pubescent. H. Stipules glandular lanceolate. I. Staminate

flower. J. Pistillate flowers without one sepal. Drawing by Lucas Menezes.
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FIGURE 5. Distribution map of C. aemulus, C. graomogolensis, C. muscicapa and C.

longibracteatus. Symbol (e) is for collected areas.

FIGURE 6. Micromorphological comparisons based on petiole (A-D) of C. longibracteatus

(A), C. aemulus (B), C. muscicapa (C) and C. graomogolensis (D). Scale bars: 200um.

FIGURE 7. Micromorphological comparisons based on vein (A-D) and glands of leaf
margins (E-H) in C. longibracteatus (A, E), C. aemulus (B, F), C. muscicapa (C, G) and C.

graomogolensis (D, H). Scale bars: 200pum.

FIGURE 8. Micromorphological comparisons based on SEM on adaxial (A, D, G, I) and
abaxial surfaces (B, E, H, K), and glands on leaf margins (C, F, I, K) of C. longibracteatus
(A-C), C. aemulus (D-F), C. muscicapa (G-I) and C. graomogolensis (J-L). Scale bars:

100um.
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CONCLUSAO GERAL

A maior dificuldade no estudo do género Croton esta na delimitacdo de algumas
espécies, principalmente quando estas apresentam grande variagdo morfologica. Como
observado, C. muscicapa e C. longibracteatus sdo espécies que apresentam variacdo em suas
estruturas morfoldgicas, 0 que muitas vezes dificulta a identificacdo correta das mesmas. No
presente trabalho conseguimos alcancar resultados satisfatérios quanto a delimitacdo dessas
duas espécies, que subsidiardo estudos gerais que envolvem as mesmas, incluindo
levantamentos floristicos e estudos aplicados que visem sua conservacao e utilizacéo.

Duas novas espécies foram descritas, muito relacionadas a C. longibracteatus e C.
muscicapa, sendo uma delas C. aemulus, resultado de hibridagéo natural entre a primeira e C.
graomogolensis, a outra nova espécie descrita. Foi possivel constatar que 0s caracteres
reprodutivos sdo mais consistentes para a separacdo dessas espécies, sendo 0s caracteres
vegetativos muito variaveis, e menos informativos para a taxonomia do grupo. A analise de
estruturacdo genética e caracteres da anatomia e micromorfologia foliar subsidiaram a
delimitagdo aqui proposta para esse grupo, assim como as diferengas observadas na
distribuicdo geografica, nas condi¢des ecologicas, como o tipo de vegetacdo e a altitude das
areas onde essas espécies foram encontradas.

Além da revisdo sobre os limites morfoldgicos de C. muscicapa e C. longibracteatus,
a distribuicdo geografica das mesmas também foi aqui revisada. Assim, essas duas espécies
sdo aqui consideradas exclusivas da Bahia, Brasil, conhecidas somente de areas da Chapada
Diamantina e éareas adjacentes, enquanto que as novas espécies C. aemulus e C.
graomogolensis sdo conhecidas, até o0 momento, apenas para a regidao norte do estado de
Minas Gerais.

Desse modo, o trabalho consiste de uma grande contribuicdo na certificacdo da
identidade taxondmica das espécies analisadas, e isso facilitara bastante o reconhecimento das

mesmas e evitara futuras identificacdos incoerentes.



