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RESUMO

O género Croton frequentemente apresenta-se nas comunidades vegetais com diversas
espécies simpétricas sem clara evidéncia de hibridizacdo interespecifica. Com o objetivo de
avaliar a existéncia de barreiras de isolamento reprodutivo e o potencial de hibridizacdo entre
essas espécies, foram avaliados diferentes aspectos da biologia reprodutiva de trés espécies
simpatricas de Croton (C. heliotropiifolius, C. jacobinensis e C. urticifolius), em trés
populacbes diferentes, por meio de mecanismos de isolamento reprodutivo pré-zigoticos
(sincronia de floracao, biologia floral e visitantes florais de cada espécie), como p6s-zigoticos
(formacédo de sementes apds experimentos de polinizacdo controlada e anélises citogenéticas).
Além disso, foram analisados também os cariétipos de mais 12 especies do género, e
levantados todos 0s numeros cromossdmicos previamente conhecidos, e analisados num
contexto filogenético, a fim de identificar o nUmero basico ancestral. A fenologia reprodutiva
das espécies variou entre as populacdes, porém foi possivel observar um grau significativo de
sincronia floral das espécies dentro das populac6es. H4 o compartilhamento de polinizadores
entre elas, sendo os visitantes mais frequentes: Apis sp., e Trigona sp., que visitam as flores a
procura de néctar. Sdo autocompativeis, com formacdo elevada de frutos, sem diferencas
significativas com relagdo a formagdo de frutos naturais e intraespecificos. Esses resultados
apontam fracas barreiras reprodutivas pré-zigoticas para essas espécies simpatricas de Croton.
Por outro lado, essas espécies sdo intercompativeis com formacéao de frutos interespecificos, o
gue sugere a ocorréncia de uma barreira de isolamento reprodutivo p6s-zigotica incompleta,
possibilitando a formacéo de hibridos interespecificos. As trés espécies também apresentam
nimero cromossdémico 2n = 20, mas com diferentes padrbes de heterocromatina. Diferencas
cariotipicas em numero e estrutura cromossémica geralmente constituem eficientes barreiras
de isolamento reprodutivo pos-zigotico. Esses resultados associados com o estudo da
germinacdo das sementes ainda em andamento, sugerem a necessidade de uma melhor
investigacdo nas barreiras de isolamento reprodutivo pés-zigotico para espécies simpatricas
de Croton. Dentre as demais espécies do género analisadas citogeneticamente, a maioria
também apresentou 2n = 20, exceto uma populacdo de Croton pulegioides (2n = 22) e C.
limae (2n = ca.100). Cinco das espécies analisadas ndo possuiam registros prévios de
contagens cromossdmicas: C. limae com 2n = ca.100, e C. rudolphianus, C. tricolor, C.
adamantinus, e C. grewioides com 2n = 20. Todas as espécies apresentaram duas bandas
heterocroméaticas CMA/DAPI™ maiores, localizadas nos terminais dos bragos curtos de um
par cromossomico correspondente a RON, exceto C. rudolphianus, C. urticifolius e C.
sellowii, que tiveram a RON proximal. Todas as espécies apresentaram regides distais de
todos os bracos cromossémicos (exceto as RONs), fortemente corados com DAPI. As analises
de filogenia molecular combinadas com registros de contagens cromossémicas mostraram que
0 nimero bésico x = 10 € o mais provavel para o género. Embora algumas espécies
apresentem numeros basicos diferentes de x = 10, como C. xalapensis (x = 32), C. ruizianus
(x = 8) e C. sarcopetalus (x = ¢.60), estes numeros ndo obtiveram valores significativos de
Proportional Likelihoods para o nimero basico ancestral do género.

Palavras-chave: Fenologia, isolamento reprodutivo, heterocromatina, nimero bésico.



ABSTRACT

The Croton genus often presents itself in plant communities with several sympatric species
without clear evidence of interspecific hybridization. Aiming to evaluate the existence of
reproductive isolation barriers and potential hybridization between these species, it was
evaluated different aspects of the reproductive biology of three sympatric species of Croton
(C. heliotropiifolius, C. jacobinensis e C. urticifolius), in three different populations, by
means of reproductive isolation mechanisms of pre-zygotic (flowering synchrony, floral
biology and pollinators of each species), as post-zygotic (seed formation after controlled
pollination experiments and cytogenetic analysis). We also analyzed the karyotypes of more
12 species of the genus Croton, surveying of all chromosome numbers previously known to
the genus, and analyzed in a phylogenetic context in order to identify the ancestral basic
number of the genus. The reproductive phenology of species varies among populations;
however we observed a significant degree of synchrony floral species within populations.
There are sharing of pollinators among them, being the most frequently: Apis sp., and Trigona
sp., that visit flowers looking for nectar. They are self-compatible, with high fruit formation,
no significant differences with regard to the formation of natural and intraspecific fruit. These
results indicate weak pre-zygotic reproductive barriers for these sympatric species of Croton.
Moreover, these species are inter-compatible with formation of interspecific fruits, suggesting
the occurrence of an incomplete barrier post-zygotic reproductive isolation, allowing the
formation of interspecific hybrids. The three species have chromosome number 2n = 20, with
different patterns of heterochromatin. Karyotype differences in numbers and chromosomal
structure usually constitute effective barriers to post-zygotic reproductive isolation. These
results associated with the seed germination study in progress, suggest the need for further
investigation in post-zygotic reproductive isolation barriers for these Croton species. Among
the other species of the genus analyzed cytogenetically, most presented 2n = 20 except a
population of Croton pulegioides (2n = 22) and C. limae (2n = ca.100). Five of the species
analyzed had no previous records of chromosome counts: C. limae with 2n = ca.100, and C.
rudolphianus, C. tricolor, C. adamantinus, and C. grewioides with 2n = 20. Most species
presented two heterochromatic bands CMA*/DAPI™ larger, located in the terminals of the
short arms of a chromosome pair corresponding to RON. Whereas in species C. rudolphianus,
C. urticifolius and C. sellowii, the RON was proximal. All species have distal regions of all
chromosome arms (except the NORs), strongly stained with as DAPI. The analysis of
molecular phylogeny combined with records of chromosome counts showed that the basic
number x = 10 is the most likely for the genus. Although some species showed basic numbers
different from x = 10, as C. xalapensis (x = 32), C. ruizianus (x = 8) and C. sarcopetalus (x =
c.60), these numbers did not have significant values of Proportional Likelihoods to the
ancestral basic number of the genus.

Keywords: Phenology, reproductive isolation, heterochromatin, basic number
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INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae possui distribuicdo pantropical e temperada, com 218
géneros e 6.745 espécies descritas (Stevens, 2001). No Brasil sdo encontrados 63 géneros,
sendo quatro endémicos, e 940 espécies distribuidas nas cinco regides do pais (Cordeiro et al.
2015a). No Nordeste brasileiro foram registrados 50 géneros e 373 especies da familia
(Lucena e Alves, 2010; Cordeiro et al. 2015a).

Euphorbiaceae atualmente encontra-se dividida em quatro subfamilias: Cheilosoideae,
Acalyphoideae, Crotonoideae e Euphorbioideae (Stevens, 2001). A subfamilia Crotonoideae
(Croton L., Manihot Miller, Jatropha L., Codiaeum A. Juss., Aleurites J. R. Forst. & G.
Forst., Cnidoscolus Pohl, etc.) é o maior taxon que apresenta latex, pélen caracteristicamente
poliporado ou inaperturado, com um padrdo incomum de exina chamado crotonoide, com
tricomas frequentemente estrelados, peltados ou ramificados e latex branco, frequentemente
caustico (Berry et al. 2005; Judd et al. 2009).

O género Croton é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com mais de
1.200 espécies reconhecidas, a maioria delas distribuidas no Novo Mundo, Africa e
Madagascar (Webster, 1993; Berry et al. 2005; Govaerts et al. 2016). E formado por arbustos,
subarbustos, arvores, ervas e lianas, frequentemente encontrados em diferentes habitats
tropicais e subtropicais (Berry et al. 2005; Secco, 2008; Cordeiro et al. 2015b). No Brasil sdo
reconhecidas 316 espécies do género destas 252 endémicas, 120 delas referidas para a Regido
Nordeste, a maioria (82 espécies), ocorrem no dominio das Caatingas (Cordeiro et al. 2015b).

Croton pode ser caracterizado por apresentar glandulas na base das folhas, latex
aquoso a colorido, com folhas mais velhas alaranjadas antes da senescéncia, inflorescéncias
estreitas com flores unissexuais, botdes das flores masculinas com filetes inflexos na
extremidade, e as femininas com pétalas reduzidas (Webster, 1993; Barry et al. 2005;
Carneiro-Torres et al. 2011; van Ee et al. 2011). Apresenta uma grande variedade de tricomas,
que podem ser simples (glandulares ou ndo) ou ramificados (estrelados, lepidotos,
fasciculados, etc.) com potencial importancia para utilizagdo na sistematica do grupo (Lucena
e Sales, 2006). O género é considerado monofilético e subdividido em 40 secgdes, das quais
31 séo referidas para o Novo Mundo (Webster, 1993), embora apenas 27 secgdes sejam

formalmente reconhecidas como monofiléticas (van Ee et al. 2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Johann_Reinhold_Forster
https://pt.wikipedia.org/wiki/Georg_Forster
https://pt.wikipedia.org/wiki/Georg_Forster
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Croton é um género pouco estudado cariologicamente, sendo conhecidos registros
numeéricos de apenas 42 espécies (Rice et al. 2014), nenhuma delas analisadas através de
bandeamento com fluorocromos ou outra técnica de coloracdo diferencial. Destas, 20 espécies
sdo referidas para os neotropicos, cobrindo dez das suas 31 sec¢des nessa regiao, sendo 2n =
16, 20 e 30 os numeros cromossdmicos mais frequentes (ha forte predominio de 2n = 20),
com x =7, 8,9, 10 como provaveis nimeros basicos do género (Miller & Webster, 1966).
NUmeros cromossdmicos constituem o parametro cariolégico mais amplamente empregado
para o entendimento da evolucdo em vegetais (Guerra, 2008). Entretanto, a analise da
variacdo cromossdémica em géneros de plantas com nimero e morfologia cromossdémica
estavel torna o emprego dessa técnica pouco informativa (ver, por exemplo, Guerra, 1993).

A caréncia de dados citogenéticos, juntamente com a riqueza do género, dificultam a
compreensdo de mecanismos de evolucdo, especiacdo, relacdes taxondmicas, e oferecem
poucos parametros comparativos sobre a diversificacdo evolutiva, radiacdes adaptativas e
inovacOes, assim como 0s rearranjos cromossomicos (Berry, 2005; Porto, 2007) dessas
espécies. O numero cromossémico por si sé tem pouco significado filogenético e sistematico
(Bedini et al. 2012), mas, juntamente com outros fatores, € uma das caracteristicas citoldgicas
que fornecem informacdes sobre alteracdes genéticas envolvidas na evolucdo de um grupo
(Guerra, 1989), como também afinidades de uma espécie com outras (Auler et al. 2006),
relagbes de parentesco proximo, isolamento reprodutivo, fertilidade reduzida de hibridos
(Olkosi, 2010), delimitacdo taxondmica e especiacdo (Grant, 1989; Pedroza et al. 1999), entre
outros.

Vaérias espécies de Croton sdo pioneiras, colonizando locais perturbados, tais como
beiras de estradas, margem de rios e clareiras de matas (Silva et al. 2009). E comum a
existéncia de diferentes espécies do género em simpatria, crescendo lado a lado, florescendo
na mesma época do ano, mas sem evidéncia clara de hibridizacdo interespecifica, o que
sugere a existéncia de fortes barreiras de isolamento reprodutivo no grupo (Grant, 1989;
Poérto, 2007).

O isolamento reprodutivo atua fortemente na criagdo e manutencdo de espécies
naturais, e acontece principalmente por meio de barreiras reprodutivas, que podem ser pré- ou
pos-zigoticas (Gouveia, 2014). Em plantas, esse isolamento se da principalmente pela
interacdo dos diferentes tipos de barreiras e suas complexidades (Widmer et al. 2009).

De acordo com Ramsey et al. (2003), as barreiras reprodutivas pré-zigoticas se
caracterizam por diferencas ecogeograficas, temporais e comportamentais entre as espécies, ja

as barreiras pos-zigoéticas seriam a inviabilidade e esterilidade dos hibridos. Alguns fatores
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podem ser apontados por afetarem a intensidade dessas barreiras reprodutivas, como:
sobreposicdo do periodo de floragdo, compartilhamento de polinizadores, compatibilidade e
viabilidade do grao de pdlen, viabilidade e germinacdo das sementes, entre outros (Ramsey et
al. 2003; Gouveia, 2014).

As barreiras reprodutivas pré-zigoticas parecem ser mais efetivas no isolamento
reprodutivo do que as barreiras pds-zigdticas, por reduzirem mais efetivamente o fluxo génico
entre as espécies (Ramsey et al. 2003; Widmer et al. 2009). Espécies simpatricas tendem a
apresentar mecanismos de isolamento pré-zigoético, a fim de evitar o fluxo génico entre elas,
porém, em populacdes onde ha sobreposicdo de floracdo e compartilhamento de agentes
polinizadores, as barreiras pré-zigéticas podem ser fracas ou ausentes. Desse modo, o
isolamento reprodutivo dessas espécies pode se dar por meio de barreiras pos-zigoticas
(Widmer et al. 2009).

A maioria das Euphorbiaceae € polinizada por insetos, como moscas, abelhas, vespas e
borboletas, que vao a procura de néctar. A menos que as espécies se adaptem a polinizadores
especificos, a fim de evitarem o intercruzamento na populagdo, levando-as ao isolamento
reprodutivo por divergéncia floral (Schemske e Bradshaw, 1999), o cruzamento
interespecifico pode ser um problema no estabelecimento de barreiras reprodutivas para
espécies simpatricas. Em populacfes onde hd o compartilhamento de polinizadores, as
espécies ficam sujeitas a preferéncia dos polinizadores (Armbruster e Herzig, 1984), além de
atrairem muitos visitantes, que podem causar um fluxo génico de pdlen interespecifico como
consequéncia do intenso forrageamento de flores nessas populagtes (Barrett e Harder, 1996).

Neste trabalho realizou-se um estudo dos diversos aspectos da biologia reprodutiva de
trés espécies simpatricas de Croton, a fim de avaliar o grau de isolamento reprodutivo e o
potencial de hibridizacdo entre elas. Para isso, analisamos tanto mecanismos de isolamento
reprodutivo pré-zigéticos (sincronia de floracdo, biologia floral e visitantes florais de cada
espécie), como pos-zigdticos (formacdo de sementes apds experimentos de polinizacdo
controlada e andlises citogenéticas), e identificamos as variacbes cromossdémicas nas trés
espécies e em mais 12 espécies do género, por meio do bandeamento com os fluorocromos
CMA/DAPI. Além disso, foram levantados todos 0s ndmeros cromossdmicos previamente
conhecidos para o género, analisados num contexto filogenético, com o0s objetivos de
identificar: 1) O numero béasico do género; 2) Possiveis sinapomorfias para grupos

taxonémicos infragenéricos; 3) Caracterizar cromossomicamente as espécies analisadas.
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RESUMO

Nesse trabalho foram analisados diversos aspectos da biologia reprodutiva de trés espécies
simpatricas de Croton (C. heliotropiifolius, C. jacobinensis e C. urticifolius), a fim de avaliar
0 grau de isolamento reprodutivo e o potencial de hibridizacdo entre elas. Para isso, foram
analisados tanto mecanismos de isolamento reprodutivo pré-zigéticos (sincronia de floragéo,
biologia floral e visitantes florais de cada espécie), como p6s-zigéticos (formacao de sementes
apos experimentos de polinizacdo controlada e andlises citogenéticas). A floracdo das
espécies estudadas variou em intensidade nas popula¢des, mas ainda foi observado algum
grau de sincronia de floracdo entre as espécies dentro das populac@es, apresentando horarios
similares de antese, e o compartilhamento de polinizadores. As espécies sdo autocompativeis,
com formacdo elevada de frutos, e intercompativeis com formagéo de frutos interespecificos.
Todas as espécies apresentaram nimero cromossémico 2n = 20, porém com distintos padrdes
de heterocromatina, sugerindo diferencas cromossdmicas relacionadas a composi¢éo de pares
de base e sua distribuicdo ao longo do cari6tipo. Diferencas cariotipicas em nimero e
estrutura cromossémica geralmente constituem eficientes barreiras de isolamento reprodutivo
poés-zigotico. As trés espécies apresentaram formacdo de frutos nos experimentos de
polinizacdo manual interespecifica, sugerindo a ocorréncia de uma incompleta barreira de
isolamento reprodutivo pdés-zigética, o que possibilitaria a formacdo de hibridos
interespecificos.

Palavras-chave: Biologia reprodutiva, sincronia, autocompatibilidade, isolamento reprodutivo.
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ABSTRACT

In this study we analyzed various aspects of reproductive biology of three sympatric species
of Croton (C. heliotropiifolius, C. jacobinensis and C. urticifolius) in order to evaluate the
degree of reproductive isolation and the potential hybridization between them. For that, were
analyzed mechanisms of both pre-zygotic reproductive isolation (flowering synchrony, floral
biology and pollinators of each species) and post-zygotic (seed formation after controlled
pollination experiments and cytogenetic analysis). The flowering of the species studied varied
in intensity in populations, but it was still observed some degree of flowering synchrony
between species within populations, presenting similar times of anthesis, and the sharing of
pollinators. The species are self-compatible with high fruit formation, and intercompatible
with formation of interspecific fruits. All species have a chromosome number 2n = 20, but
with distinct patterns of heterochromatin, suggesting chromosomal differences regarding the
composition of base pairs and their distribution throughout the karyotype. Karyotype
differences in numbers and chromosomal structure usually are effective barriers to post-
zygotic reproductive isolation. The three species presented fruit formation in interspecific
manual pollination experiments, suggesting the occurrence of an incomplete barrier post-
zygotic reproductive isolation, which would allow the formation of interspecific hybrids.

Keywords: Reproductive biology, synchrony, self-compatibility, reproductive isolation.
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INTRODUCAO

Mecanismos de isolamento reprodutivo atuam fortemente na criacdo e manutencao de
espécies naturais, e ocorrem principalmente por meio de barreiras reprodutivas, que podem
ser pré- ou pos-zigoticas (Gouveia, 2014). Em plantas, esse isolamento se da principalmente
pela interacdo dos diferentes tipos de barreiras e suas complexidades (Widmer et al. 2009).
Alguns fatores podem ser apontados por afetarem a intensidade dessas barreiras reprodutivas,
como: sobreposicdo do periodo de floragdo, compartilhamento de polinizadores,
compatibilidade e viabilidade do grdo de pdlen, viabilidade e germinacdo das sementes,
dentre outros (Ramsey et al. 2003; Gouveia, 2014).

Alguns autores (e.g. Ramsey et al. 2003; Widmer et al. 2009) tém argumentado que as
barreiras pré-zigéticas parecem ser mais efetivas no isolamento reprodutivo do que as pos-
zigGticas, por reduzirem mais efetivamente o fluxo génico entre as espécies. Espécies
simpatricas tendem a apresentar mecanismos de isolamento pré-zigético, a fim de evitar o
fluxo génico entre elas. Porém, em populaces onde had sobreposicdo de floracdo e
compartilhamento de agentes polinizadores, as barreiras pré-zigoticas podem ser fracas ou
ausentes (Widmer et al. 2009), o que pode induzir a formacéo de barreiras pds-zigéticas.

O género Croton é o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com mais de
1.200 espécies, incluindo arbustos, subarbustos, arvores, ervas e lianas (Webster, 1993; Berry
et al. 2005; Stevens, 2015; Cordeiro et al. 2015). A maioria das espécies distribui-se entre
América do Sul e Antilhas, Africa e Madagascar (Webster, 1993; Berry et al. 2005; Judd et al.
2009; Stevens, 2015). E um género bastante presente em muitos habitats tropicais e constitui
uma significativa parcela na diversidade de plantas (Berry et al. 2005). Varias de suas
espécies sdo pioneiras, colonizando locais perturbados, tais como margens de estradas e rios e
clareiras de matas (Silva et al. 2009). E comum a existéncia de diferentes espécies de Croton
em simpatria, crescendo lado a lado, florescendo na mesma época do ano, mas sem evidéncia
clara de hibridizacdo interespecifica (ndo ocorre a formacdo de tipos morfoldgicos
intermediarios), o que sugere a existéncia de fortes barreiras de isolamento reprodutivo no
género (Grant, 1989; Porto, 2007). Um dos varios tipos de isolamento reprodutivo pos-
zigotico é a diferenciacdo cariotipica de espécies proximas, responsavel por irregularidades na
meiose e eventual esterilidade total ou parcial do hibrido. Este género € pouco estudado
cariologicamente, sendo conhecidos registros numéricos para apenas 42 espécies do género
(Rice et al. 2014), nenhuma delas analisadas através de bandeamento com fluorocromos ou
outra técnica de coloracdo diferencial.
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Nesse trabalho realizou-se um estudo dos diversos aspectos da biologia reprodutiva de
trés espécies simpatricas de Croton, a fim de avaliar o grau de isolamento reprodutivo e o
potencial de hibridizacdo entre elas. Para isso, analisamos tanto mecanismos de isolamento
reprodutivo pré-zigéticos (sincronia de floracdo, biologia floral e visitantes florais de cada
espécie), como pos-zigdticos (formagcdo de sementes apds experimentos de polinizagdo

controlada e citogenética).
MATERIAL E METODOS

Local e espécies do estudo — O trabalho de campo foi realizado em trés populagdes
simpatricas de Croton heliotropiifolius Kunth, C. jacobinensis Baill e C. urticifolius Lam.,
localizadas no municipio de Areia, Paraiba: Cha de Jardim (6°57°50”* S e 35°44°46’’ O), sitio
Tanque Comprido (6°56°11,86” S e 35°44°13,82” O) e Gruta de Cobra (6°58°37,76” S e
35°45°34,87” O). A populacdo Cha de Jardim tem uma distancia de aproximadamente 3,22
Km de Tanque Comprido em linha reta e de 2,0 Km de Tanque Cumprido, consequentemente
Tanque Comprido tem uma distancia de 5,22 Km de Gruta de Cobra, estando a populacao
Cha de Jardim situada entre essas duas populacdes. Todas, em ambientes mais ou menos
antropizados, como margens de estrada e bordas de matas. S&o arbustos com até 2 metros de
altura, incluidos nas sec¢fes Adenophylli Griseb. (C. heliotropiifolius), Lasiogyne (Klotzsch)
Baill. (C. jacobinensis) e Barhamia (Klotzsch) B.W. van Ee (C. urticifolius) (van Ee et al.
2011).

Sincronia de floracdo — Para cada populacdo foram realizadas observacoes
fenoldgicas quinzenais em 10 individuos de cada espécie, entre outubro de 2014 a janeiro de
2016. Foram observadas a porcentagem de flores pistiladas, estaminadas, a porcentagem total
de flores em cada planta, e a sincronia de floracdo utilizando os indices propostos por
Augspurger (1983) e Freitas e Bolmgren (2008). O primeiro indice calcula a sincronia a partir
dos dados de sobreposicdo de floracdo entre individuos, enquanto o segundo leva em
consideracdo tanto a sobreposicdo quanto a intensidade da fenofase. Em ambos o0s casos, foi
calculada a sincronia de floracdo em cada espécie e entre as espécies de cada populagéo.
Dados de precipitagio mensal do municipio foram obtidos do site da AESA (Agéncia
Executiva de Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba,
http://site2.aesa.pb.gov.br/aesa/monitoramentoPluviometria.do?metodo=listarMesesChuvasM

ensais).
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Biologia floral - Inflorescéncias e botdes florais de individuos de cada espécie foram
coletados e fixados em etanol 70% para analises morfométricas. A antese foi monitorada em
botBes florais de pelo menos cinco individuos de cada espécie, desde a abertura floral até a
senescéncia. A receptividade floral foi testada com o uso de permanganato de potéassio
(Robinsohn, 1924).

Visitantes florais - Algumas plantas escolhidas aleatoriamente durante o periodo de
antese, foram monitoradas para registro da composi¢cdo e comportamento (recurso coletado e
contato com as partes reprodutivas das flores). Para cada espécie foram realizadas 10 secGes
de observacdo, com média de cinco minutos por observagdo. Os visitantes foram classificados
como polinizadores (se contatavam as partes reprodutivas das flores) e pilhadores (quando
coletavam recurso floral sem contatar antera e/ou estigma). Visitantes florais das trés espécies
foram coletados e sacrificados com o auxilio de acetato de etila, para posterior identificacao.

Experimentos de polinizacdo controlada e natural — Foram realizados
experimentos de polinizacdo controlada para avaliar o sistema reprodutivo de cada espécie e
testar o potencial de hibridizacao entre elas. Utilizou-se flores de inflorescéncias previamente
ensacadas em estagio de botdo para os seguintes tratamentos: (1) autopolinizacdo manual, (2)
polinizacdo cruzada intraespecifica, (3) polinizacdo cruzada interespecifica, (4)
agamospermia. Em cada tratamento foram utilizadas 10 flores por espécie, totalizando 30
flores para cada tratamento/espécie. Em todos os tratamentos as inflorescéncias foram
mantidas ensacadas para evitar a acdo de visitantes florais. Foi calculado o Indice de
Autoincompatibilidade (IAl) (razdo entre a porcentagem de frutos formados por
autopolinizacdo manual e a de frutos formados por polinizacdo cruzada manual (modificado
de Zapata e Arroyo, 1978). Valores mais proximos de zero indicam autoincompatilidade,
enquanto valores mais proximos de um indicam autocompatibilidade.

Além dos tratamentos citados anteriormente, inflorescéncias foram marcadas e
deixadas sob condicBes naturais para avaliar 0 sucesso reprodutivo em cada espécie.
Calculamos a Eficacia Reprodutiva (ER), isto é, a razdo entre a porcentagem de sementes
formados sob condicGes naturais e a de frutos formados por polinizagdo cruzada manual
(sensu Zapata & Arroyo, 1978).

Anélise citogenética - Para as analises mitéticas, foram utilizadas pontas de raizes
obtidas a partir de trés espécimes de cada espécie coletadas nas populacdes e cultivadas no
Jardim Experimental do Laboratorio de Citogenética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias

da Universidade Federal da Paraiba. As raizes foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina
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(0,002 M) por 20-24 h a 10°C, fixadas em etanol-acido acético 3:1 (v/v) por 2-24 h a
temperatura ambiente e estocadas em freezer a —20°C até posterior anélise.

Para a preparacdo das laminas, as pontas de raizes foram lavadas em agua destilada e
digeridas com uma solugédo enzimatica contendo 2% celulase (Onozuka v/v) e 20% pectinase
(Sigma) (p/v) por 1 h a 37°C. Em seguida, as ldaminas foram preparadas pelo método de
esmagamento, em uma gota de acido acético 45%, e as laminulas retiradas em nitrogénio
liquido. As laminas foram coradas com uma solugdo de DAPI (2 pg/ml):glicerol (1:1, v/v)
para permitir a selecdo das melhores preparacfes. Subsequentemente, elas foram descoradas
em etanol:acido acético (3:1) por 30 min a temperatura ambiente e mantidas em etanol
absoluto a 10°C overnight. Posteriormente, as ldaminas foram secas ao ar e envelhecidas por
trés dias a temperatura ambiente.

Apds o envelhecimento, as laminas foram coradas com os fluorocromos CMA e DAPI
de acordo com Barros e Silva e Guerra (2009). As laminas foram inicialmente coradas com
10uL de CMA (0,1 mg/ml) por uma hora, 0 excesso de corante retirado com um jato de 4gua
destilada e secas ao ar. Em seguida, as laminas foram coradas com 10 pL de DAPI (1 pg/ml)
por meia hora, o excesso de corante retirado, secas ao ar e entdo, montadas em meio contendo
glicerol: tampédo Mcllvaine pH 7,0 (1:1). Depois, as ldaminas foram envelhecidas por trés dias
no escuro para estabilizacdo dos fluorocromos e as melhores metéfases, fotografadas em
microscopio Zeiss com camera de video Axio Cam MRCS5, usando o software Axiovision 4.8.
Amostras herborizadas de todas as populacGes analisadas foram depositadas no Herbario
EAN.

Analises estatisticas — Para avaliar se houve diferenca entre as sincronias de
floracdo intraespecificas e as interespecificas, 0s resultados de sincronia em cada populacéo
foram comparados com ANOVA um critério e teste de Tukey a posteriori, ou teste de
Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori, dependendo da
normalidade dos dados e da homogeneidade das variancias. Para comparar o tamanho de
flores estaminadas e pistiladas de cada espécie foi utilizado o teste t de Student ou Mann-
Whitney, dependendo da homogeneidade das variancias. Para avaliar se houve diferenca entre
os tratamentos de polinizacéo, os resultados de formacéao de fruto foram comparados por meio
de testes de Kruskal-Wallis com teste de Student-Newman-Keuls a posteriori, ou por testes

exatos de Fisher. Os testes foram realizados no software BioEstat 5.0, com a = 0.05.
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RESULTADOS

Sincronia de floracdo — O padrdo de floracdo das espécies estudadas variou de
acordo com a populacdo. Na populagdo 1, as espécies floresceram durante todo o periodo de
observacdo, com diferentes intensidades (Fig. 1.A). Na populacdo 2, a floragdo das espécies
se concentrou em seis meses, fevereiro a julho de 2015 (Fig. 1.B). Na populacéo 3, a floragéo
de Croton urticifolius e C. jacobinensis se concentrou em cinco meses, fevereiro a junho de
2015 (Fig. 1.C), enquanto C. heliotropiifolius s6 emitiu as primeiras flores pistiladas em
janeiro de 2016, permanecendo inativa durante as outras observagoes.

Os padrdes de sincronia de floracdo intra- e interespecifica de C. urticifolius e C.
jacobinensis variaram apenas de acordo com a populacdo, ou seja, os dois indices utilizados
indicaram os mesmos padrdes (Augspurger, 1983 e Freitas e Bolmgren, 2008, Tabela 1).
Ambas as espécies floresceram sincronicamente com as outras duas espécies co-ocorrentes
nas populacbes 1 e 2. Na populacdo 3, C. urticifolius apresentou maior sincronia
intraespecifica do que interespecifica e C. jacobinensis floresceu em sincronia com C.
urticifolius, mas apresentou baixa sincronia com C. heliotropiifolius. Os padrdes de sincronia
de floracdo de C. heliotropiifolius variaram tanto de acordo com a populagdo, quanto com o
indice utilizado (Tabela 1). Na populacédo 1, de acordo com o indice de Augspurger, a espécie
foi igualmente sincrénica com as outras duas espécies avaliadas, mas de acordo com o indice
de Freitas e Bolmgren, a sincronia intraespecifica foi maior do que a interespecifica. Na
populacdo 2, ambos os indices mostraram maior sincronia intraespecifica e na populagéo 3 o
indice de Augspurger indicou maior sincronia intraespecifica, enquanto o indice de Freitas &
Bolmgren indicou sincronia intraespecifica igual a sincronia de floracdo interespecifica com
C. urticifolius.

Biologia floral — As espécies estudadas sdéo monoicas e cada inflorescéncia possui de
quatro a seis vezes mais flores estaminadas do que pistiladas (Tabela 2). Apesar de menos
numerosas, flores pistiladas foram maiores do que as estaminadas nas trés espécies (Tabela 2;
U =0, p<0.0001 em C. urticifolius; t = - 5.5427, p < 0.0001 em C. jacobinensis; e U =0, p <
0.0001 em C. heliotropiifolius). As flores sdo abertas e tanto estames como estigmas ficam
facilmente expostos aos visitantes florais. Em cada inflorescéncia, primeiramente ocorre a
abertura das flores pistiladas e, apds a antese dessas flores, abre-se uma parte das flores
estaminadas por dia, seguindo da base para o apice da inflorescéncia. Todas as flores

produzem néectar nessas espécies.
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A antese floral é diurna e a abertura das flores tem inicio no mesmo horério nas trés
espécies (Tabela 2). As flores podem demorar mais para abrir em dias chuvosos e,
consequentemente, demorar mais para se tornarem receptivas aos visitantes. As flores
pistiladas ficam abertas até cinco dias ou até serem polinizadas. As estaminadas ficam abertas
por um dia, em seguida murcham e caem, & medida que novas flores se abrem. A deiscéncia
das anteras ocorre junto com a abertura do botdo floral nas trés espécies e a receptividade
estigmatica inicia-se cerca de uma hora mais cedo em C. jacobinensis e uma hora mais tarde
em C. heliotropiifolius (Tabela 2).

Visitantes florais — Abelhas dos géneros Apis e Trigona foram as Unicas espécies
observadas visitando ambos os tipos de flores das trés espécies de Croton estudadas (Tabela
3), e também foram os visitantes observados com maior frequencia. Algumas espécies de
moscas visitam tanto C. urticifolius como C. heliotropiifolius e algumas espécies de vespas
visitam C. urticifolius e C. jacobinensis, as quais também compartilharam espécies de
borboletas como polinizadores. Croton jacobinensis também foi frequentemente visitada por
vespas Pompilidae (Fig, 2.D), as quais também atuaram como polinizadores. A Unica espécie
identificada como pilhadora foi uma espécie de formiga que visitou as flores femininas de
Croton urticifolius. Por serem muito pequenas, essas formigas alcangavam o disco nectarifero
da flor pelas laterais, nunca contatando os estigmas (Tabela 3).

Todas as espécies classificadas como polinizadores contatavam pistilo e estigmas,
geralmente em busca de néctar, e s6 deixavam uma inflorescéncia apds visitarem
praticamente todas as flores abertas, carregando pdlen pelo corpo inteiro. Essas visitas
duravam cerca de um minuto por inflorescéncia. Alguns polinizadores realizaram visitas mais
rapidas, durando menos de 30 segundos por inflorescéncia. Foi o caso da espécie de
Lepidoptera observada, que coletava néctar, voava muito rapidamente e, por possuir pernas
relativamente longas em comparacdo ao tamanho das flores, muitas vezes acabava nao
entrando em contato direto com as partes reprodutivas da flor.

Experimentos de polinizagdo controlada e natural — As trés espécies estudadas
formaram frutos com sementes em todos os tratamentos de polinizacdo, exceto por
agamospermia (Tabelas 4 e 5). A formacao de frutos por autopolinizacdo manual, polinizacdo
cruzada intraespecifica e polinizacdo natural foi bastante elevada, ndo havendo diferenca
significativa entre esses tratamentos em cada espécie (Tabela 4). Tanto o Indice de
Autoincompatibilidade, quanto a Eficacia Reprodutiva foram altos, com valores proximos de
um (Tabela 4).
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A formacdo de frutos com sementes ap6s polinizagdes cruzadas interespecificas
(Tabela 5) mostraram que, pelo menos artificialmente, houve hibridizacdo entre as espécies,
embora a quantidade de frutos tenha sido menor em comparacdo com a de frutos formados
por polinizacdo cruzada intraespecifica (testes exatos de Fisher com p = 0.0000 em todas as
espécies). Comparando-se o papel de cada espécie como doadora ou receptora de pdlen para a
formacgdo de frutos por cruzamentos interespecificos, observamos que ndo houve sucesso
diferencial entre esses papeis em C. urticifolius (teste exato de Fisher com p = 0.3020) e C.
helitropiifolius (teste exato de Fisher com p = 0.0509). Apenas C. jacobinensis apresentou
diferenca nesse pardmetro, formando mais frutos interespecificos como doadora do que como
receptora de polen (teste exato de Fisher com p = 0.0010). Nas espécies Croton urticifolius e
C. jacobinesis, todos os frutos interespecificos perdidos foram abortados, em C.
heliotropiifolius as flores pistiladas murcharam e cairam sem formar frutos. Para o teste de
agamospermia, apenas C. urticifolius produziu frutos, porém sem sementes, nas outras
espécies, as flores pistiladas murcharam e cairam apés alguns dias.

Analises citogenéticas - Todas as espécies analisadas citogeneticamente
apresentaram 2n = 20, cariétipos simétricos, exibindo cromossomos principalmente
metacéntricos e, mais raramente submetacéntricos, com tamanhos médios de 2,74pum em
Croton urticifolius, 2,32um em C. jacobinensis, e 2,93um em C. heliotropiifolius.

Quanto a composicdo e localizacdo da heterocromatina (Fig. 3), todas as espécies
apresentaram bandas heterocromaéticas ricas em GC (CMA*) e AT (DAPI*). Foi visualizado
um par de bandas CMA*/DAPI- grandes, correspondentes as RONs., localizadas no terminal
do braco curto de C. jacobinensis e C. heliotropiifolius, enquanto C. urticifolius apresentou
heterocromatina CMA proximal (Fig. 3.C). Além dessas bandas maiores, pequenas bandas
CMA menores foram detectadas nos terminais de pelo menos dois pares cromossémicos de C.
heliotropiifolius (Fig. 3.1). Bandas CMA/DAPI" foram observadas na maioria dos terminais
cromossémicos de todas as espécies, exceto C. jacobinensis. Contudo, nesta espécie, ambos
0s bracos cromossdémicos, exceto a RON se apresentaram mais intensamente coradas com
DAPI do que com CMA, enquanto a regido proximal foi mais intensamente corada com
CMA. Por outro lado, bandas DAPI* puntiformes foram observadas nas regides intersticiais e

proximais em C. urticifolius.



32

DISCUSSAO

Embora a literatura ndo indique qualquer evidéncia clara de hibridizacéo
interespecifica em Croton, sugerindo a existéncia de fortes barreiras de isolamento
reprodutivo no género (Grant, 1989; Porto, 2007), os resultados do presente trabalho indicam
0 contrario: a principio, espécies pertencentes a secdes diferentes sdo intercompativeis e nao
apresentam fortes barreiras de isolamento reprodutivo. Observamos alta sincronia de floracao
entre as espécies, antese no mesmo periodo, compartilhamento de polinizadores, além da
formacdo de sementes por cruzamentos interespecificos.

A sobreposicédo e sincronia de floracdo encontradas nas espéecies Croton urticifolius,
C. jacobinensis e C. heliotropiifolius nas trés populacdes investigadas podem apontar uma
série de efeitos positivos ou negativos para o sucesso reprodutivo dessas espécies. Um efeito
observado nessas populacbes é a atracdo de muitos agentes polinizadores, que atuam na
polinizacdo dessas espécies. Essa grande atracdo de visitantes ira de alguma forma garantir a
polinizacdo, mas, por outro lado, pode acabar promovendo a transferéncia de polen entre
flores do mesmo individuo, geitonogamia (Barrett e Harder, 1996), ou mesmo a transferéncia
de pdlen interespecifico que promoveria hibridizacdo entre espécies com fracas barreiras
reprodutivas (Widmer et al. 2009). O compartilhamento de polinizadores entre as trés
espécies de Croton foi facilmente observado em campo, por visitantes frequentes (Apis sp. e
Trigona sp.), o que reforca a ideia de transferéncia de pdlen interespecifico entre essas
espécies.

O compartilhamento de polinizadores por espécies simpatricas pode acarretar em duas
consequéncias principais: primeiro, elas estdo sujeitas a preferéncia dos polinizadores por
determinada espécie ou recurso (Armbruster e Herzig, 1984); segundo, 0 intenso
forrageamento dentro de uma populacdo simpétrica pode acarretar em fluxo de pdlen
interespecifico (Barrett e Harder, 1996) e, consequentemente, pode afetar diretamente a
aptiddo reprodutiva das espécies, pelo surgimento de hibridos estéreis ou com aptiddo
reduzida (Armbruster e Herzig, 1984). Esses riscos a0 sucesso reprodutivo de espécies
simpatricas poderia ser evitado com o surgimento de adaptacfes na atracdo de polinizadores
especificos, que contribuiriam no surgimento de barreiras de isolamento reprodutivo por
divergéncia floral (Schemske e Bradshaw, 1999).

Um fator para o isolamento reprodutivo de espécies simpatricas sobre a sobreposicao e
sincronia de floracdo dessas populacdes é observado pela dicogamia existente nas espécies de

Croton. E uma caracteristica do género apresentar inflorescéncia estreita, com flores
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unissexuais, onde as flores pistiladas se encontram na base da inflorescéncia e as flores
estaminadas no restante da extensdo da inflorescéncia até as pontas (Webster, 1993). O fato
das flores pistiladas abrirem sempre antes das estaminadas classifica essas espécies como
protoginicas, com dicogamia interfloral completa dentro das inflorescéncias (Narbona et al.
2011). Porém, essa dicogamia ndo pode ser considerada em nivel de individuo, uma vez que é
bastante comum encontrar flores pistiladas e estaminadas abertas ao mesmo tempo em um
mesmo individuo de Croton (Narbona e Dirzo, 2010), o que também foi observado. Essa
caracteristica pode facilitar a geitonogamia nas espécies amostradas, que foram capazes de
formar frutos ap6s autopolinizacdo manual, sem diferencas significativas entre a formagéo de
frutos por polinizacdo cruzada intraespecifica e formagdo natural. A autocompatibilidade
polinica pode ser comum no género Croton, ja que Croton sonderianus Mull.Arg., também se
mostrou autocompativel (Leite e Machado, 2010). A autocompatibilidade associada a
sobreposicao de flores pistiladas e estaminadas no mesmo individuo pode ser um dos fatores
responsaveis pela alta producédo de frutos por formacao natural.

A sobreposicdo e sincronia floral dessas espécies simpatricas de Croton pode
favorecer também o cruzamento interespecifico, apesar de ndao haver evidéncias de morfotipos
intermediéarios entre elas. A formacdo de frutos com sementes a partir de cruzamentos entre
essas especies, embora significativamente mais baixa em relagcdo a formacéo de frutos por
autopolinizacdo manual, cruzamentos intraespecificos e polinizacdo natural, favorece esta
hipdtese. Curiosamente, as espécies estudadas pertencem a diferentes secdes, sendo Croton
jacobinensis inserida no subgénero Adenophylli, e as outras duas espécies, no subgénero
Geiseleria (sensu van Ee et al. 2011). Embora todos os cruzamentos interespecificos tenham
proporcionado a formacdo de sementes, a viabilidade e germinacdo dessas sementes ainda
estdo sendo testadas (Santos, em preparacdo). SO apds essa etapa serd possivel avaliar seu
vigor hibrido.

O género Croton, embora apresentando amplo predominio de 2n = 20 (Rice et al.
2014), apresentou padrfes de bandas CMA claramente distintos nas trés espéecies do presente
trabalho, sugerindo diferencas cromossémicas relacionadas a composicao de pares de base e
sua distribuicdo ao longo do cariotipo. Diferencas cariotipicas em nUmero e estrutura
cromossdmica geralmente constituem eficientes barreiras de isolamento reprodutivo pos-
zigotico (Noor et al. 2001; Rieseber, 2001; Guerra, 2008). Entretanto, as trés especies
apresentaram formacéo de sementes nos experimentos de polinizagdo cruzada interespecifica,
sugerindo a ocorréncia de uma incompleta barreira de isolamento reprodutivo pés-zigética, o

que possibilitaria a formacéo de hibridos interespecificos. Embora a viabilidade das sementes
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hibridas ainda ndo seja conhecida, o registro prévio de pelo menos um individuo tetraploide
de Croton heliotropiifolius na populagdo de Cha de Jardim (Porto et al. 2014), embora
aparentemente raro, poderia apresentar uma origem alopoliploide. Espécies poliploides
hibridas com caridtipos parentais distintos, como nas trés especies aqui analisadas,
contornariam a barreira da esterilidade pela duplicagdo das copias dos genomas parentais,
ocasionando uma regularidade meidtica no hibrido (Stebbins, 1971). Alopoliploides assim
resultantes tém o caridtipo parental reconhecido, como no classico alopoliploide Emilia
fosbergii Nicolson (Guerra e Nogueira, 1990; Moraes e Guerra, 2010). Contudo, a analise do
cariotipo ilustrado do tetraploide de C. heliotropiifolius reportado por Porto et al. (2014),
revelou cromossomos com tamanho e morfologia idénticos ao observado para esta espécie na

presente amostra, 0 que nao é compativel com uma origem hibrida desse citotipo poliploide.
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Tabela 1. indices de sincronia de floragdo intraespecificos e interespecificos de Croton urticifolius, C. jacobinensis e C. heliotropiifolius,
calculados par a par nas populacdes Cha de Jardim (1), Tanque Comprido (2) e Gruta de Cobra (3), em Areia, PB, de acordo com os Indices de
Augspurger (1983) - AU e Freitas e Bolgrem (2008) - FB.

Croton urticifolius x Croton jacobinensis x Croton heliotropiifolius x
|’ di d g ‘3 ‘S
ndice de 1% = L = -2 =
sincronia § 2 Eg § 2 58. § e -“g
Pop S e 3 FouH;p S e 3 FouH;p S L 3. FouH;p
de S 3 o S 3 3 S 3 S
floracdo IS 3 3 N 3 kS S 3 3
kS = S S = S S =
G G 2 G G 2 S G RS
G G G
1 H=3.9837; H=1.267; H=0.1239;
AU 0.6885 0.7735 0.7968 o2l 07735 0.7518 0.8039 20,7968 0.8039 0.8106 Pl
a a ?  p=0.1364 a a & p=0.5307 a a ? p=0.9399
F=0.7277; H=3.2852; H=11.0968;
FB 0.1297 0.1118 0.1254 ’0.1118 0.1561 0.1772 ’ 0.1254a 0.1772ab  0.2493b ’
@ @ @ p=0.5036 @ 2 & p=0.1935 2 @ p=0.0039
2 F=0.8806; F=1.2071; F=3.4317;
AU 0.6085a  0.5773a  0.6646a p=0.571 0.5773a  0.6561a  0.5737a £-0.3149 0.6646ab  0.5737a  0.7294b 1200458
H=1.0297; H=3.6568; H=19.5639;
FB 0.016a 0.0163a  0.0214a £=0.5976 0.0163a  0.0211a  0.0165a £-0.1607 0.0214a  0.0165a  0.0877b 20,0001
3 H=23.714; H=17.3128; H=18.2903;
AU 0.8297 0.6619b  0.1311 S 0.6619 0.6692 0.0907b =% 04311 0.0907 0.5889b eIV
a ¢ p=0 a a p=0.0002 a a p=0.0001
FB 0.0865a  00513b  00184c 12>3008 00513 00s4a 000576 19378 501842 0.0057b 001988 100639

p=0 p<0.0001 p=0.0083

Nota: As letras ap6s cada valor indicam comparacdes par a par entre os valores de sincronia intraespecificos e interespecificos obtidos atraves de
cada indice utilizado, em cada populacdo. As comparacdes foram realizadas por ANOVA (F) ou teste de Kruskal-Wallis (H) e valores seguidos
da mesma letra ndo diferiram significativamente (p > 0.05).
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Tabela 2. Diametro, quantidade de flor por inflorescéncia e antese floral de espécies

simpétricas de Croton (Euphorbiaceae) em Areia, PB.

Atributo Croton urticifolius C. jacobinensis C. heliotropiifolius

Diametro flor

. 3,38+0,32 8,71+1,11 6,19 + 0,39
estaminada
Didmetro flor 6,56 + 0,82 10,44 + 0,84 9,10 + 1,18
pistilada
Flor estaminada / 71,95 + 45,79 46,6 + 16,57 80,95 + 35,92
inflorescéncia
Flor pistilada / 6,56 + 0,82 6,15 + 3,02 12 +4,22
inflorescéncia
Comprimento da
inflorescéncia 10,73 +£ 3,02 8,85+2,7 5,94 +1,83
(cm)
Inicio da antese 05:00 h 05:00 h 05:00 h
floral*
Inicio da
receptividade 7:30h 6:30h 8:30h
estigmatica*

* Variacdo de acordo com insolacdo. Média + desvio padrdo
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Tabela 3. Visitantes florais de espécies simpatricas de Croton (Euphorbiaceae) em

Areia, PB e respectivos comportamentos de visita. PO: polinizador, PI: pilhador.

Visitantes Croton C. C.
urticifolius jacobinensis  heliotropiifolius
Diptera (moscas)
Muscidae spp. PO PO
Hymenoptera
Abelhas
Apidae
Apis sp. PO PO PO
Trigona sp. PO PO PO
Vespas
Pompilidae sp. PO
Vespidae
Polistes sp. PO PO
Sphecidae spp. PO PO
Formigas
Formicidae sp.1 PO
Formicidae sp.2 PI
Lepidoptera (borboletas)
Lepidoptera spp. PO PO
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Tabela 4. Resultados dos experimentos de polinizacdo controlada e natural em trés espécies simpatricas de Croton, em Areia, PB. IAl:
indice de Autoincompatiblidade (modificado de Zapata e Arroyo, 1978); ER: Eficacia Reprodutiva (modificado de Zapata e Arroyo, 1978).

Tratamentos
L . Autopolinizagdo manual ~ Polinizagdo cruzada  Polinizag&o natural
Espécie N frutos / N flores N frutos / N flores N frutos / N flores H P Al ER
Croton urticifolius 24/30 (80%) a 27/30 (90%) a 29/30 (96.7%) a 1.6233 0.4441 0.89 1.07
C. jacobinensis 26/30 (86%) a 27/30 (90%) a 25/30 (83.3%) a 0.3217 0.8514 0.96 0.92
C. heliotropiifolius 26/30 (86%) a 28/30 (93.3%) a 29/30 (96.7%) a 1.3693 0.5043 0.93 1.03

Nota: As letras apos cada valor indicam comparagdes entre os nimeros de frutos formados em cada tratamento, realizadas através de teste de
Kruskal-Wallis (H). Valores seguidos da mesma letra ndo diferiram significativamente (p > 0.05).
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Tabela 5. Resultados dos experimentos de polinizacdo cruzada interespecifica entre trés
espécies simpétricas de Croton (Euphorbiaceae) em Areia-PB.

Planta receptora de polen (%)

Planta doadora de Croton urticifolius  C. jacobinenis  C. heliotropiifolius
polen (&)
Croton urticifolius 3/30 (10%) 10/30 (33,3%)

C. jacobinenis 9/30 (30%) - 13/30 (43,3%)
C. heliotropiifolius 6/30 (20%) 3/30 (10%) -
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FIGURAS

Figura 1. Intensidade de floracdo (em porcentagem) de Croton urticifloius, C. jacobinensis e
C. heliotropiifolius. A: Populacdo 1 (Cha de Jardim). B: Populagéo 2 (Tanque Comprido). C:
Populacdo 3 (Gruta de Cobra). Dados relacionados com a precipitacdo acumulada do més.

Figura 2. Inflorescéncias com flores pistiladas e botbes florais das espécies de Croton
estudadas. A: C. urticifolius. B: C. heliotropiifolius. C: C. jacobinensis. D: Pompilidae

visitando flor feminina de C. jacobinensis.

Figura 3. Cromossomos de espécies de Croton ap6s coloracdo com fluorocromos DAPI
(Azul) e CMA (Amarelo), seguidas da sobreposi¢do da coloracdo. A-C: Croton urticifolius;
D-F: C. jacobinensis; G-I: C. heliotropiifolius. Cabecas de setas em C apontam bandas DAPI*
puntiformes nas regides intersticiais. Setas em C, F e | apontam bancas CMA®. Barra em |

equivale a 10.
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Figura 1. Intensidade de floragdo (em porcentagem) de Croton urticifloius, C. jacobinensis e
C. heliotropiifolius. A: Populagdo 1 (Cha de Jardim). B: Populagéo 2 (Tanque Comprido). C:

Populagdo 3 (Gruta de Cobra). Dados relacionados com a precipitagdo acumulada do més.
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Figura 2. Inflorescéncias com flores pistiladas e botbes florais das espécies de Croton
estudadas. A: C. urticifolius. B: C. heliotropiifolius. C: C. jacobinensis. D: Pompilidae

visitando flor feminina de C. jacobinensis.
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Figura 3. Cromossomos de espécies de Croton ap6s coloracdo com fluorocromos DAPI
(Azul) e CMA (Amarelo), seguidas da sobreposicéo da coloragdo. A-C: Croton urticifolius;
D-F: C. jacobinensis; G-I: C. heliotropiifolius. Cabecas de setas em C apontam bandas DAPI*
puntiformes nas regides intersticiais. Setas em C, F e | apontam bancas CMA*. Barra em |

equivale a 10.
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Tables

Tables should be self-explanatory, and cited in consecutive order in the text with Arabic
numerals. Present each table on a separate page with a concise but comprehensible title
above. Vertical lines should not be used to separate columns. Column headings should be
brief, with units of measurement in parentheses; all abbreviations must be defined in
footnotes. Footnote symbols: ? ? ? ? should be used (in that order) and *, **, *** should
be reserved for P-values. Statistical measures such as SD or SEM should be identified in
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Figure legends

Type figure legends on a separate page. Legends should be concise but
comprehensible—the figure and its legend should be understandable without reference to
the text. Include definitions of any symbols used and define/explain all abbreviations (in
an alphabetical order) and units of measurement. Examples of figure legend style and
format:

Figs. 1. The cell and cyst of Ensiculifera sp. 1. An empty cyst from the field, showing the
organic spines. 2. A living cyst in culture. 3. Thecal plates, lateral view. 4. Thecal plates,
ventral view. 5, 6. Thecal plates, dorsal view. 7. Hypotheca, showing the spine of t plate
(arrow). 8. Hypotheca, showing the sulcal plates.

Fig. 1. Tuomeya Americana (Kizing) Papenfuss. A, Habit of frond. B, Part of a frond,
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showing shape of whorls. C, The cross section through a node showing an axial cell and
numerous layers of cortical cells. D, Numerous cortical filaments. E, Carposporangia. F,
Apical portion of the branch with an apical cell (arrow). Abbreviations: Ac, axial cell; bc,
basal cell; cc, cortical cell; pf, primary fascicle; sf, secondary fascicle.

If a map is used as a figure, the source of base map should always be acknowledged in
figure legend.

Figures

All illustrations (line drawings [charts, graphs, maps, phylogenetic trees] and
photographs) are classified as figures. Figures should be cited in consecutive order in the
text with Arabic numerals as, e.g., (Fig. 1), (Fig. 2A), (Figs. 3B, 3C, 4), (Figs. 1-3).
Figures or figure plates should be sized to fit within the single column (8.0 cm X 22.5
cm) or the full text width (17.0 cm X 22.5 cm). Magnifications should be indicated using
a scale bar on the illustration.

Color figure files should be set up as CMYK (cyan, magenta, yellow, black) and not as
RGB (red, green, blue) so that colors as they appear on screen will be a closer
representation of how they will print in the journal.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent
the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (line art) or TIFF
(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for
printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a
resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the
reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with
a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: line art: >600 dpi; half-tones (including gel photographs):
>300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.

More advice on figures can be found at Wiley's guidelines for preparation of figures:
http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp

Appendices

These should be avoided. If absolutely required, they should be placed at the end of the
paper, numbered in Roman numerals and referred to in the text.

Supporting Information

Supporting Information is not essential to the article but provides greater depth and
background and may include tables, figures, videos, datasets, etc. This material can be
submitted with your manuscript, and will appear online, without editing or typesetting.
Guidelines on how to prepare this material and which formats and file sizes are
acceptable can be found at: http://authorservices.wiley.com/bauthor/suppmat.asp.

8. PUBLICATION FEES

The journal depends in part on the payment of page charges for its operation. Payment of
RMB400 per printed page is required from all authors who have funds available for such
purposes. Requests for the waiver of page charges should be submitted to the Editorial
Office (jse@ibcas.ac.cn). Manuscripts are accepted or rejected purely on the basis of
scientific merit.

JSE will print color figures, but payment of RMB1500 per printed page will be charged
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A form requesting payment will be sent to the corresponding author prior to printing.

In the event that an author is not able to cover the cost of color figure production in the
printed version of the journal, JSE offers an opportunity to reproduce color figures for
free in the online version of the article (but black and white figures in the print version).
If an author wishes to take advantage of this free service, they should contact the
Editorial Office to ensure that the appropriate documentation is completed for the
Publisher.

9. SUBMISSION REQUIREMENTS

e A cover letter should be included in the 'Cover Letter Field' of the ScholarOne
system. The text can be entered directly into the field or uploader as a file.

e The cover letter must contain
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o A statement confirming that the content has not been published or
submitted for publication elsewhere except as a brief abstract in the
proceedings of a scientific meeting or symposium.
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permission to reproduce the material and that appropriate
acknowledgments have been included in the text.

o Authors must declare any financial support or relationships that may pose
conflict of interest, for more detail refer to the section 'Conflict of Interest
Declaration' above.

o Two Word-files need to be included upon submission: A title page file and a main
text file that includes all parts of the text in the sequence indicated in the section
'Parts of the manuscript', including tables and figure legends but excluding figures
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RESUMO

Foram analisados cariétipos de 15 espécies de Croton, levantados todos 0s numeros
cromossdmicos previamente conhecidos para o género e analisados em um contexto
filogenético a fim de identificar o nimero bésico ancestral do género. Todas as espécies
apresentaram 2n = 20, exceto uma populacdo de Croton pulegioides (2n = 22) e C. limae (2n
= ca.100). Das espécies analisadas, cinco ndo possuiam registros prévios de contagens
cromossoémicas: C. limae, (2n = ca.100); C. rudolphianus, C. tricolor, C. adamantinus, e C.
grewioides, (2n = 20, respectivamente). Todas apresentaram pelo menos duas bandas
heterocromaticas CMA*/DAPI™ maiores, localizadas na regido terminal do braco curto de um
par cromossdmico correspondente a RON, exceto em C. rudolphianus, C. urticifolius e C.
sellowii, com RON proximal. Todas as espécies apresentaram regides distais de todos 0s
bragos cromossdmicos (exceto as RONs), fortemente corados como DAPI. As analises de
filogenia molecular combinadas com registros de contagens cromossémicas mostram que o
numero basico x = 10 aparece como o mais provavel ancestral do género. Embora algumas
espécies apresentem numeros béasicos diferentes de x = 10, como C. xalapensis (n = 32), C.
ruizianus (n = 8) e C. sarcopetalus (n = c.60), estes nimeros ndo obtiveram valores
significativos de Proportional Likelihoods para o nimero basico ancestral do género.

Palavras-chave: Citogenética, numero bésico, heterocromatina, Euphorbiaceae.
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ABSTRACT

It was analyzed karyotypes of 15 species of Croton, survey of all the chromosome numbers
previously known for the genus, and analyzed in a phylogenetics context in order to identify
the basic numbers of the genus. All species presented 2n = 20, except the Croton pulegioides
population (2n = 22) and C. limae (2n = ca.100). From the species analyzed, five did not have
previous records of chromosome counts: C. limae, (2n = ca.100); C. rudolphianus, C. tricolor,
C. adamantinus, and C. grewioides, (2n = 20, respectively). Most of them presented at least
two heterochromatin bands CMA*/DAPI- larger, located in the terminal region of the short
arm of a chromosome pair corresponding to the RON. However, in C. rudolphianus, C.
urticifolius and C. sellowii, the RON was proximal. All species have distal regions of all
chromosome arms (except the NORS), strongly stained with DAPI. The analysis of molecular
phylogeny combined with records of chromosome counts suggests the basic number x = 10 as
the most likely ancestor of the genus. Although some species chromosome numbers different
from x = 10, as C. xalapensis (n = 32), C. ruizianus (n = 8) and C. sarcopetalus (n = ¢.60),
these numbers did not have significant values of Proportional Likelihoods to the basic
number of the genus.

Keywords: Cytogenetics; basic number, heterochromatin, Euphorbiaceae.
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INTRODUCAO

Croton L. € o segundo maior género da familia Euphorbiaceae, com mais de 1.200
espécies reconhecidas, a maioria delas distribuidas no Novo Mundo, Africa e Madagascar
(Webster, 1993; Berry et al. 2005; Govaerts et al. 2016). E formado por arbustos, subarbustos,
arvores, ervas e lianas, frequentemente encontrados em diferentes habitats tropicais e
subtropicais (Berry et al. 2005; Secco 2008; Cordeiro et al. 2015). Séo reconhecidas para o
Brasil 316 espécies do género (252 endémicas), 120 delas referidas para o nordeste do Brasil,
a maioria delas (82 espécies), para o dominio das Caatingas (Cordeiro et al. 2015). O género é
caracterizado por apresentar glandulas na base das folhas, latex aquoso a colorido, com folhas
mais velhas alaranjadas antes da senescéncia, inflorescéncias estreitas com flores unissexuais,
botbes das flores masculinas com filetes inflexos na extremidade, e as femininas com pétalas
reduzidas (Webster, 1993, Barry et al. 2005; Carneiro-Torres et al. 2011; van Ee et al. 2011).
Apresenta uma grande variedade de tricomas, que podem ser simples (glandulares ou n&o) ou
ramificados (estrelados, lepidotos, fasciculados, etc.) com potencial importancia para
utilizacdo na sistematica do grupo (Lucena e Sales, 2006). O género é considerado
monofilético e subdividido em 40 seccbes, das quais 31 sdo referidas para o Novo Mundo
(Webster, 1993), embora apenas 27 seccOes sejam formalmente reconhecidas como
monofiléticas (van Ee et al. 2011).

O género € pouco estudado cariologicamente, sendo conhecidos registros numéricos
para apenas 42 espécies (Rice et al. 2014), nenhuma delas analisadas através de bandeamento
com fluorocromos ou outra técnica de coloracdo diferencial. Destas, 20 espécies sdo referidas
para 0s neotropicos cobrindo dez das suas 31 seccdes, sendo 2n = 20, 16 e 30, 0s hUmeros
cromossémicos mais frequentes (ha forte predominio de 2n = 20), com x = 7, 8, 9, 10 como
provaveis nimeros basicos para o género (Miller & Webster, 1966).

NUmeros cromossdmicos constituem o pardmetro cariol6gico mais amplamente
empregado para o entendimento da evolucdo em vegetais (Guerra, 2008). Entretanto, a analise
da variacdo cromossdmica em géneros de plantas com nimero e morfologia cromossémica
estavel, torna 0 emprego dessa técnica pouco informativa (ver, por exemplo, Guerra, 1993).
Nesses casos, a utilizacdo de técnicas de bandeamento com fluorocromos possibilitou o
entendimento da evolucdo cariotipica em diversos grupos de plantas, como nas familias
Orchidaceae (Cabral et al. 2006; Moraes et al. 2012; Oliveira et al. 2015), Amaryllidaceae
(Souza et al. 2012) e Solanaceae (Rego et al. 2009). Seu emprego também tem se mostrado
bastante Util na separacdo de espécies proximas como nos géneros Citrus L. (Guerra, 1993;
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Carvalho et al. 2005; Brasileiro-Vidal et al. 2007), Spondias L. (Almeida et al. 2007),
Epidendrum L. (Pessoa et al. 2014) e Ameroglossum Eb.Fisch., S.Vogel & A.V.Lopes
(Mendonca de Almeida et al. submetido). O bandeamento com fluorocromos permite o
reconhecimento das regides heterocromaticas do cromossomo que aparecem como bandas de
diferentes coloracGes, pela adicdo de dois corantes fluorescentes com diferentes afinidades
pelos pares de bases AT ou GC (Guerra, 2000).

A integracdo de analises cariologicas envolvendo ndmero e bandeamento
cromossémico combinados com filogenia atraves de métodos de reconstrucdo de caracteres,
tem ainda auxiliado no entendimento do significado evolutivo das mudangas cromossémicas
num contexto filogenético. Em Araceae, por exemplo, a utilizagdo de numeros
cromossémicos analisados através de Maxima Verossimilhanca, demonstrou que a familia
apresenta um ndmero cromossémico ancestral x = 16, ao invés de x = 7 ou 14
tradicionalmente propostos (Cusimano et al. 2012). Por outro lado, 0 emprego dessa mesma
técnica para analise das seccGes Corniculatae DC. e Ripariae Lourteig da familia
Oxalidaceae, confirmou os nimeros basicos primarios de x = 5 e x = 6, respectivamente, para
as duas seccOes (Vaio et al. 2013). Na subtribo Pleurothallidinae (Orchidaceae) a utilizagédo
das técnicas de reconstrucdo do estado ancestral com base em anéalise filogenética, nimeros
cromossdémicos e bandeamento CMA/DAPI, confirmou o nimero basico de x = 20 para a
subtribo e a ocorréncia de grandes blocos de heterocromatina proximal como uma
sinapomorfia para a subseccdo Pectinata (Luer) Chiron & van den Berg da seccdo Sicariae
(Lindley) Chiron & van den Berg (Oliveira et al. 2015).

Neste trabalho foram analisados os cariétipos de 15 espécies do género Croton por
meio do bandeamento com os fluorocromos CMA/DAPI. Além disso, foram levantados todos
0s nimeros cromossémicos previamente conhecidos para o género, analisados num contexto
filogenético, com os objetivos de identificar: 1) O nimero basico ancestral do género; 2)
Possiveis sinapomorfias para grupos taxondmicos infragenéricos; 3) Caracterizar

cromossomicamente as espécies analisadas.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram analisados o cariotipo de 12 espécies pertencentes a quatro seccdes de acordo
com a classificacdo de van Ee et al. (2011), alem de trés espécie registrada como unplaced das
quais duas espécies estdo provisoriamente indeterminadas (Tabela 1). Para todas as amostras
foram preparadas exsicatas que se encontram depositadas no Herbario Prof. Jayme Coelho de
Moraes (EAN).

Preparacao cromossdmica

Para as analises mitdticas foram utilizadas pontas de raizes obtidas a partir de plantas
cultivadas no Jardim Experimental do Laboratério de Citogenética Vegetal do Centro de
Ciéncias Agréarias da Universidade Federal da Paraiba. As raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (0,002 M) por 20-24 h a 10°C, fixadas em etanol-acido acético 3:1 (v/v) por
2-24 h a temperatura ambiente e, estocadas em freezer a —20°C até posterior analise.

Para a preparacdo das laminas, as pontas de raizes, obtidas como descrito acima, foram
lavadas em &gua destilada e digeridas com uma solucdo enzimatica contendo 2% celulase
(Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) (w/v) por duas horas a 37°C. Em seguida, as laminas
foram preparadas pelo método de esmagamento, em uma gota de acido acético 45%, e as
laminulas retiradas em nitrogénio liquido. As laminas foram coradas com uma solucdo de
DAPI (2 pg/ml):glicerol (1:1, v/v) para permitir a selecdo das melhores preparagdes.
Subsequentemente, elas foram descoradas em etanol:acido acético (3:1) por 30 min a
temperatura ambiente e mantidas em etanol absoluto a 10°C overnight. Entdo, as laminas

foram secas ao ar e envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente.

Dupla coloracdo CMA/DAPI

Apds o envelhecimento, as laminas foram coradas com os fluorocromos CMA e DAPI
de acordo com Barros e Silva e Guerra (2010). As laminas foram inicialmente coradas com
10pL de CMA (0,1 mg/ml) por uma hora, o excesso de corante retirado com um jato de dgua
destilada e secas ao ar. Em seguida, as laminas foram coradas com 10 pL de DAPI (1 pg/ml)
por meia hora, o excesso de corante retirado, secas ao ar e entdo, montadas em meio contendo

glicerol: tampédo Mcllvaine pH 7,0 (1:1). Depois, as ldaminas foram envelhecidas por trés dias
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no escuro para estabilizacdo dos fluorocromos e as melhores metéfases, fotografadas em
microscopio Zeiss com camera de video Axio Cam MRCS5, usando o software Axiovision 4.8.

Evolucédo cromossémica

Os nmeros cromossdémicos foram compilados a partir do Index to Plant Chromosome
Numbers (IPCN), Chromosome Counts Database (CCDB, http://ccdb.tau.ac.il/), de trabalhos

originais e dos nossos proprios dados. Os nomes cientificos confirmados de acordo com o The

Plant List (http://www.theplantlist.org/) foram mantidos, enquanto nomes néo confirmados
foram substituidos por nomes validos, com os homes previamente publicados indicados entre
parénteses (Tabela 2). Sequéncias de DNAr ITS: e ITS, de 34 espécies de Croton e trés
espécies de grupos externos (Astraea lobata (L.) Klotzsch, Jatropha curcas L. e Jatropha
mollissima  (Pohl) Baill.) foram obtidas da base de dados do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). De inicio, as sequéncias foram alinhadas usando
Clustal-W (Thompson et al. 1994) por meio do programa BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999), com
ajustes manuais. Em seguida, arvores filogenéticas foram geradas pelo programa MEGAG6
v.6.0. (Tamura et al., 2013). Os caracteres evolutivos foram inferidos usando o método
Neighbor-Joining (Saitou; Nei, 1987) e a distancia evolucionaria foi computada usando o
método Maximum Composite Likelihood (Tamura; Kumar 2004).

As espécies usadas na andlise filogenética tiveram seus numeros cromossomicos
obtidos como descrito acima. Tais informacdes foram concatenadas e empregadas para a
reconstrucdo do numero basico ancestral (x) do género Croton usando o0 programa Mesquite
v.2.75 (Maddison; Maddison, 2011). As espécies tiveram seus nimeros cromossomicos
tratados como dados categoéricos e ordenados em oito caracteres de estado referentes ao
nimero cromossodmico basico (x = 8, 9, 10, 11, 14, 18, 32 e c.60). Foi empregada a fun¢do
Trace Character History, onde se usou Likelihood Ancestral States com o modelo Markov k-
state one-parameter (Mk1), no qual todas as variagdes sdo igualmente provaveis. O nome e
posicionamento dos clados na arvore filogenética foram baseados em van Ee et al. (2011).

A lista de espécies usadas na reconstrucdao do nimero basico ancestral de Croton, seus
nameros cromossdmicos, respectivas referéncias, e cddigo das sequéncias extraidas no

GenBank encontram-se listados na Tabela 2.
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Tabela 1. Espécies de Croton analisadas, organizadas em suas respectivas secdes de acordo com van Ee et al. (2001), procedéncia, material
herborizado de referéncia (Voucher), nimeros cromossémicos (PW), contagens prévias para a espécie de acordo com Lira-Neto (2011) e Porto et
al. (2014), (PC), tamanho medio, e figuras ilustrativas dos resultados apresentados.

Taxon Procedéncia Voucher PW (2n) PC (2n) Tamanho Figura
médio (um)

Sect. Adenophylli Griseb.

Croton heliotropiifolius Kunth Areia, PB ASSantos 02 20 40 2,93 1A

Sect. Geiseleria (A. Gray) Baill.

Croton adamantinus Mll.Arg. Barra da Estiva, BA LPFelix 15559 20* - 1,92 1B

Croton grewioides Baill. Pesqueira, PE LPFelix 15650 20* - 1,22 1C

Sect. Barhamia (Klotzsch) Baill.

Subsect. Barhamia (Klotzsch) B.W. van Ee

Croton rudolphianus Mill.Arg. Buique, PE LPFelix 15662 20* - 3,50 1D

Croton urticifolius Lam. Areia, PB ASSantos 04 20 20 2,74 1E

Subsect. Sellowiorum B.W. van Ee

Croton sellowii Baill. Mamanguape, PB JMPCordeiro 600 20 - 2,01 1F

Sect. Lasiogyne (Klotzsch) Baill.

Croton tricolor Klotzsch ex Baill. Barra da Estiva, BA LPFelix 15557 20* - 2,63 1G

Croton jacobinensis Baill. Areia, PB ASSantos 03 20 20 2,32 1H-J

Croton argyrophyllus Kunth Itaberaba, BA LPFelix 15575 20 20 1,34

Croton argyrophyllus Kunth Brejo da Madre de Deus, PE = LPFelix 15636 20 20 1,40 2B

Croton blanchetianus Baill. Esperanca, PB ASSantos 30 20 20 1,62 2C

Croton limae A.P. Gomes, M.F. Sales P.E. Berry Jussiape, BA LPFelix, 15554 ca.100* - 1,46 2F

Unplaced

Croton pulegioides Mill.Arg. Jussiape, BA LPFelix 15553 22 20 2,00 2A
Campina Grande, PB ASSantos 19 20 20 1,95 2D

Croton sp1. Abaira, BA LPFelix 15558 20 — 2E

Croton sp2. Areia, PB LPFelix S/N 20 1,80 2G

*Primeira contagem cromossémica para a espécie.
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Tabela 2. Lista de espécies de Croton, organizadas de acordo com a classificacdo de van Ee et al. (2001), usadas na reconstrucdo do nimero
bésico ancestral do género, seus nimeros cromossémicos diploides (2n e n), respectivas referéncias, e cddigo das sequéncias extraidas no

GenBank.

TAXON

Croton subg. Adenophylli (Griseb.) Riina, B.W. van Ee & P.E. Berry
11. Croton sect. Adenophylli Griseb.
Croton bonplandianus Baill.

Croton bonplandianus Baill. (as Croton sparsiflorus Morong)

Croton ciliatoglandulifer Ortega
Croton cortesianus Kunth
Croton heliotropiifolius Kunth

Croton lanatus var. lorentzii (M. Arg.) P. E. Berry (as Croton lorentzii M.

Arg.)

Croton ruizianus M. Arg.

Croton xalapensis Kunth

Croton grandivelum Baill. (as Croton grandivelus Baill.)

Croton subg. Geiseleria A. Gray

13. Croton sect. Eremocarpus (Benth.) G.L. Webster

Croton setigerus Hook. (as Eremocarpus setigerus (Hook.) Benth.)
15. Croton sect. Eluteria G riseb.

15a. Croton subsect. Eluteria (Griseb.) B.W. van Ee & P.E.Berry
Croton caudatus Geiseler

18. Croton sect. Drepadenium (Raf.) Mull. Arg.

Croton californicus M. Arg. (as Croton californicus var. tenuis (S. Watson)

A. M. Ferguson)
Croton dioicus Cav.

10
8,10

10
10

10

10

10

14

2n

20

20, 40,
50

40, 20

64, ~128
c.60
38

20

Fonte

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)
IPCN*

IPCN

CCDhB*

Porto et al. (2014), PW*
CCDB

CCDB
CCDB
Porto et al. (2014)

CCDB

CCDB

IPCN

IPCN

Sequéncias ITS-
GenBank

AY971185.1

AY971194.1

HM564084.1

AY971245.1
EU477988.1

AY971249.1

AY971189.1

AY971203.1



Croton punctatus Jacq. 14
Croton robustus Kurz 10
Croton wigginsii L. C. Wheeler 14

20. Croton sect. Pedicellati B.W. van Ee & P.E. Berry

Croton pedicellatus Kunth

21b. Croton subsect. Argentini B.W. van Ee & P.E. Berry

Croton argentinus M. Arg. 10
26. Croton sect. Geiseleria (A. Gray) Baill.

Croton adamantinus Mull.Arg.

Croton glandulosus L.

Croton hirtus L'Hér. 8

Croton grewioides Baill.

27. Croton sect. Barhamia (Klotzsch) Baill.

27a. Croton subsect. Barhamia (Klotzsch) B.W. van Ee

Croton urticifolius Lam.

Croton rudolphianus Mill.Arg.

27e. Croton subsect. Sellowiorum B.W. van Ee

Croton sellowii Baill

29. sect. Julocroton (Mart.) G.L. Webster

Croton argenteus L

Croton subpannosus M. Arg. ex Griseb. 10
30. Croton sect. Lasiogyne (Klotzsch) Baill.

Croton argyrophyllus Kunth

Croton blanchetianus Baill.

Croton jacobinensis Baill.

Croton limae A.P. Gomes, M.F. Sales P.E. Berry ca.100

18

20
16
16

20

20

20

20

30

20

20
20

CCDB

Soontornchainaksaeng &
Chaiyasut (1999)
CCDB

Porto et al. (2014)

Di Fulvio (1973)

PW
Porto et al. (2014)

Soontornchainaksaeng et al.
(2003)
PW

Porto et al. (2014), PW
PW

Lira-Neto (2011), PW

Poérto et al. 2014
Di Fulvio (1973)

Porto et al. 2014, PW
Pérto et al. (2014), PW
Porto et al. 2014, PW
PW

AY971240.1
AB375077.1

EU478024.1

FJ614766.1

HMO071943.1

AY971211.1
EU478070.1

HM564095.1
AY971181.1
AY971253.1

HM564076.1

HMO044795.1
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Croton tricolor Klotzsch ex Baill.

31. Croton sect. Heptallon (Raf.) Mill. Arg.
Croton monanthogynus Michx.

Croton palmeri S.Watson

Croton pottsii (Klotzsch) M. Arg.

Old Wolrd

Croton aromaticus L.

Croton cascarilloides Raeusch.

Croton caudatus Geiseler
Croton hutchinsonianus Hosseus

Croton joufra Roxb.
Croton kerrii A. Shaw

Croton klotzschianus (Wight) Thwaites
Croton kongensis Gagnep.

Croton persimilis M. Arg. (as Croton oblongifolius Roxb.)
Croton persimilis M. Arg. (as Croton roxburghii N. P. Balakr.)

Croton poilanei Gagnep.
Croton stellatopilosus H. Ohba
Croton sublyratus Kurz
Croton thorelii Gagnep.

Croton tiglium L.

20

10
10

10
10

10
10

10, 11
10

10, 11
10

10
10
10
10

10

20

16
16

20

20

20

20
20

20
20

20

20

20

20

PW
CCDB
CCDB
IPCN

CCDB

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)
CCDB

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)
CCDB

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)
IPCN

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)
Soontornchainaksaeng &
Chaiyasut (1999)

Soontornchainaksaeng et al.

(2003)
Soontornchainaksaeng &
Chaiyasut (1999)

EF421752.1

EU478114.1

EU478119.1

KP878331.1

AY971192.1

AY971218.1

AY971221.1

AY971222.1
AY971223.1

AY971239.1

KP878391.1

KP878398.1

KP878399.1

69



Unplaced
Croton pulegioides M. Arg.

Croton sarcopetalus M. Arg.

Croton spl.

Croton sp2.

Out group

Astraea lobata (L.) Klotzsch
Jatropha curcas L.

Jatropha gossypiifolia L.

* PW: contagens préprias; CCDB: Chromosome Counts Database; IPCN: Index to Plant Chromosome Numbers.

32

11

20, 22

20
20

18

22, 33,
44
22

Pérto et al. (2014), PW
Bernardello et al. (1990)
PW

PW

Porto et al. (2014)
CCDB

CCDB

EU586912.1

AY971172.1
EU700457.1

EU881725.1
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RESULTADOS

NuUmeros cromossdmicos e padrédo de bandas CMA/DAPI

Todas as espécies estudadas apresentaram 2n = 20, exceto uma populacdo de Croton
pulegioides Mull.Arg. com 2n = 22 (Fig. 2A) e Croton limae A.P.Gomes, M.F.Sales P.E
Berry, com 2n = ca.l00 (Fig. 2G), cariétipos simétricos exibindo cromossomos
principalmente  metacéntricos e, mais raramente submetacéntricos, diminuindo
gradativamente de tamanho, com médias desde 1,22um em C. grewioides Baill., até 3,50um
em C. rudolphianus Mill.Arg. (Tabela 1). Apresentaram pelo menos duas bandas
heterocromaticas CMA*/DAPI- maiores, geralmente distendidas, localizadas na regido
terminal do brago curto de um par cromossémico correspondente a RON. Todavia, para C.
sellowii Baill, esta regido heterocromatica foi inconspicua (Fig. 2G), enquanto para todas as
espécies da Sect. Barhamia (Klotzsch) Baill., C. rudolphianus Mill.Arg. (Fig. 1D), C.
urticifolius Lam. (Fig. 1E) e C. sellowii Baill (Fig. 1F), a RON foi proximal. Nesses casos, em
prometafase, a porcdo distal do brago curto aparecia como um grande satélite destacado.

Regides proximais mais fortemente coradas com CMA do que com DAPI foram
observadas em todas as espécies, sem, entretanto, formar bandas claramente visualizadas.
Contudo, nos cromossomos prometafasicos de algumas espécies, essas regides foram mais
claramente observadas (ver Figs. 1C, G, H-J e 2 A, C-F), sugerindo tratar-se de regides
heterocromaticas ricas em GC. Um padrao diferenciado para bandas CMA™ foi observado em
Croton pulegioides da populagdo de Jussiape que apresentou um par de Cromossomos com
duas bandas CMA terminais (Fig. 2A, setas). Curiosamente, todas as espécies apresentaram
regibes distais de todos os bracos cromossémicos (exceto as RONS), mais fortemente corados
como DAPI do que com CMA. Assim como nas regides proximais CMA™, os terminais
cromossdémicos mais fortemente corados com DAPI foram melhor visualizados em
prometafase, formando grandes blocos DAPI*. Bandas DAPI* puntiformes foram observadas
nas regides intersticiais e proximais de C. urticifolius. Esta espécie também se diferenciou por

apresentar terminais de pelo menos um par croossdémico com pequenas bandas CMA”,

Numero basico ancestral e evolucéo cariotipica do género Croton

A lista de espécies compiladas para a tabela 2, organizada em secc¢des de acordo com a

classificagdo proposta por van Ee et al. (2011) é formada por 49 espécies distribuidas entre 10
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secgOes, além das espécies do Velho Mundo, e cinco espécies listadas como unplaced, por
ainda ndo estarem incluidas em nenhuma das sec¢Bes adotadas aqui. Todas as espécies
listadas possuem contagens cromossémicas para tecidos somaticos indicados como 2n e/ou
para numeros haploides indicados como n.

As analises de filogenia molecular das regiGes ribossomais ITS combinadas com
registros de contagens cromossémicas, permitiram uma melhor compreensdo da evolugédo
cariotipica do género Croton. O numero basico x = 10 aparece como 0 mais provavel
ancestral do género (Proportional Likelihoods = 0.99795488), assim como para 0s subgéneros
Adenophylli (Griseb.) Riina, B.W. van Ee & P.E. Berry e Geiseleria A. Gray, com
Proportional Likelihoods > 0.99 para x = 10), como pode ser observado na Figura 3. A Secéao
Adenophylli Griseb., (subg. Adenophylli) e as espécies de Croton do Velho Mundo (subg.
Croton), localizados nas analises de filogenia molecular entre os clados mais basais do
género, apresentam predominancia de x = 10 para suas espécies, o que justifica a confirmacéo
probabilistica deste nimero como o mais plesiomorfico para Croton. Embora algumas
espeécies da secdo Adenophylli apresentem ndmeros basicos diferentes de x = 10, como Croton
xalapensis Kunth (x = 32), C. ruizianus M. Arg. (x = 8) e C. sarcopetalus Mull. Arg., (x =
c.60), estes nimeros ndo obtiveram valores significativos de Proportional Likelihoods para o
namero basico ancestral do género.

Em clados mais derivados no subg. Geiseleria, como as se¢cdes Barhamia, Julocroton
(Mart.) G.L. Webster e Lasiogyne (Klotzsch) Baill., também ocorre o predominio de x = 10.
Coincidentemente, o nimero basico x = 8 presente em espécies de clados basais, também
ocorre em espécies de clados derivados, conforme se observa em Croton hirtus L’Hér e C.
gladulosus L., (secdo Geiseleria (A. Gray) Baill.), e C. monanthogynus Michx., (secdo
Heptallon (Raf.) Mull. Arg.). Todavia, 0 baixo nUmero de espécies com registros de x = 8
sugere que este valor pode estar mais relacionado a ocorréncia de disploidia a partir de um
ancestral com x = 10, do que a um carater primitivo para o género Croton.

Verifica-se com a reconstrugdo de caracteres ancestrais que a variagdo cromossémica
numerica observada em Croton concentra-se especialmente em determinadas sec¢fes do
género. Por exemplo, os registros de x = 14 e x = 18 ocorrem apenas em representantes da
secdo Drepadenium (Raf.) Miill. Arg. (subg. Geiseleria), enquanto x = 32 e x = ¢.60, apenas
na secdo Adenophylli. Da mesma forma, Croton pedicellatus Kunth (secdo Pedicellati B.W.
van Ee & P.E. Berry, subg. Geiseleria) apresentou nimero cromossdmico basico diferente das

demais espécies do género (x = 9). Este mesmo valor é reportado para Astraea lobata, espécie
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associada ao género Croton. Contudo, essa similaridade numerica parece mais relacionada a
disploidia decrescente e assim, representa uma homoplasia.

Os valores probabilisticos apontados pela reconstrucdo de caracteres ancestrais
permite afirmar de forma geral que a evolucdo cariotipica no género Croton se originou com
um ancestral de nimero basico x = 10 e manteve este nimero até as linhagens mais derivadas,
porém com episddios de variacdes decorrentes de rearranjos cromossémicos, seja por
aneuploidias (x = 8, 9) ou disploidia ascendente (x = 14, 18, 32, ¢.60) em determinadas sec¢des

do género.

Figura 1. Dupla coloragdo CMA (amarelo) e DAPI (azul) em espécies de Croton secgdes
Adenophylli (A), Geiseleria (B-C), Barhamia (D-E), Sellowiorum (F) e Lasiogyne (G-J).
Todas com 2n = 20. A. Croton heliotropiifolius; B. Croton adamantinus; C. Croton
grewioides; D. Croton rudolphianus; E. Croton urticifolius; F. Croton sellowii; G. Croton
tricolor; H-J. Croton jacobinensis corado com DAPI (H), CMA (I) e CMA/DAPI sobrepostos
(J). Setas em G indicam satélites; cabecas de seta em D, E, F, indicam RON proximal; estrelas
em E, bandas DAPI puntiformes; barra em J equivale a 10p.
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Figura 2. Dupla coloragdo CMA (amarelo) e DAPI (azul) em espécies de Croton sect.
Lasiogyne (B-C) e unplaced (A, D-E). A. Croton pulegioides (2n = 22, populagdo Jussiape);
B. Croton argyrophyllus (2n = 20); C. Croton blanchetianus (2n = 20); D. Croton pulegioides
(2n = 20, populagdo Campina Grande); E. Croton spl. (2n = 20); F. Croton limae 2n =
ca.100); G. Croton sp2. (2n = 20). Setas em A indicam bandas CMA terminais; barra em G

equivale a 10p.
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Figura 3. Evolucéo cariotipica do género Croton, baseada nas regides ITS incorporadas com
informagdes de contagens cromossdémicas. Os nomes e posicionamentos dos clados foram
organizados de acordo com van Ee et al. (2011).
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DISCUSSAO

Das 15 espécies analisadas, cinco ndo possuiam registros prévios de contagens
cromossdmicas, Croton limae com 2n = ca.100, Croton rudolphianus, C. tricolor Klotzsch ex
Baill., C. adamantinus Mill. Arg., e Croton grewioides Baill., com 2n = 20. As demais
tiveram suas contagens prévias confirmadas, exceto a contagem de 2n = 40 para Croton
heliotropiifolius Kunth., da seccdo Adenophylli realizada por Porto et al. (2014) para outro
individuo de uma das duas populacGes analisadas para esta espécie em nosso trabalho (Cha de
Jardim, Areia, Paraiba), ambas com 2n = 20. Duas outras especies desta mesma seccao, C.
bonplandianus Baill. e C. ruizianus (Tab. 2), também apresentaram poliploidia
intraespecifica. A seccdo Adenophylli, a maior e mais amplamente dispersa sec¢do de Croton,
composta por 223 espécies (sensu van Ee et al. 2011), possui registro cromossémico para
apenas oito espécie (menos de 3,5% do total das espécies da sec¢do). Contudo, o registro de
poliploidia intraespecifica para trés das oito espécies analisadas, juntamente com a contagem
de 2n = 38 para Croton grandivelum Baill. (Porto et al. 2014), destaca a importancia das
variacdes cromossdmicas numeéricas (disploidia e poliploidia) na evolucdo desta secdo. Além
da secdo Adenophylli, o unico registro de poliploidia em Croton foi o restrito para C. limae
(2n = ca.100), secgdo Lasiogyne. Para Croton pulegioides, ndo incluido em nenhuma das das
seccOes proposta por van Ee et al. (2011), a contagem prévia de 2n = 20 foi confirmada
apenas para uma das populac6es analisadas (Campina Grande), enquanto para a populacao de
Jussiape foram observados cari6tipos com 2n = 22,

O género Croton, apesar ser reconhecido com um dos maiores géneros de
Angiopermas, é considerado monofilético, sendo dividido em quatro subgéneros (subg.
Geiseleria, subg. Croton, subg. Adenophylli e subg. Quadrilobi (Mull. Arg.) Pax in Engl. &
Prantl) e 31 seccles, a maioria monofiléticas (Webster, 1993; Berry et al. 2005; van Ee e
Berry, 2010; van Ee et al. 2011). A reconstru¢do de caractere ancestral confirmou esta
monofilia, com um numero bésico ancestral x = 10 (Proportional Lihelihoods > 0.99) para 0s
subgéneros Geiseleria, Croton e Adenophylli. O subgénero Quadrilobi, considerado grupo
irmdo dos demais subgéneros de Croton (van Ee et al. 2011), ndo teve representantes
analisados cariologicamente. A caréncia de contagens cromossdmicas para este subgénero
pode ser decorrente de sua baixa diversidade, raridade e restricdo na distribuicdo geogréfica
de suas espécies (van Ee et al. 2011). Embora ndo haja contagens cromossdmicas para o subg.

Quadrilobi, os elevados valores de Proportional Lihelihoods para x = 10 como numero basico
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do género Croton ndo seriam consideravelmente alterados, mesmo que o0 registro
cromossémico para as espécies deste subgénero fossem diferentes de x = 10.

As espécies de Croton do velho mundo (subg. Croton) apresentam notavel
estabilidade cariotipica, com ocorréncia de x = 10 em todas as espécies analisadas
(Soontornchainaksaeng, 1999; Soontornghainaksaeng et al. 2003). Da mesma forma, diversas
secOes do subgénero Geiseleria, como Lasiogyne, Julocroton e Barhamia, também
apresentam para todas as espécies com numero cromossémicos conhecidos, x = 10 (Tab. 2).
Em contrapartida, algumas secdes como Heptallon e Geiseleria com x = 8, e Pedicellati com
x = 9, diferem do numero béasico ancestral do género como um todo, por apresentar
disploidias descendentes.

Uma das maiores variedades numéricas entre as seccGes de Croton se concentra na
secdo Drepadenium com registros de n = 10, 14, 18. Espécies desta secdo sdo encontradas em
areas desérticas, pradarias, dunas, areas rochosas, areas abertas e vegetacdo perturbada,
especialmente nos Estados Unidos e México, e apresentam como sinapomorfia morfoldgica a
auséncia de pétalas nas flores estaminadas (van Ee et al. 2011). Ha contagens cromossémicas
para cinco das seis espéecies desta secdo, e apenas uma espécie, Croton robustus Kurz,
apresentou x = 10, sugerindo uma maior adaptabilidade dos citotipos disploides a esses
ambientes.

Outro clado que apresenta variagcdo quanto ao nimero cromossdmico corresponde a
secdo Adenophylli (subg. Adenophylli), com registro dos maiores numeros basicos para
Croton: x = 32 (C. xalapensis) e c.60 (C. sarcopetalus), além do menor nimero basico, x = 8,
para Croton ruizianus e de x = 10 para varias espécies da seccdo. Esta variacdo cromossdmica
pode ter sido vantajosa para a adaptacdo e diversificacdo das espécies da secdo Adenophylli
com 223 espécies ocupando diversos habitats, especialmente areas semiaridas e vegetacao
secundaria entre os Estado Unidos, México, América Central, e por todos os paises da
América do Sul (van Ee et al. 2011).

Em nossa amostra, o registro de disploidia intraespecifica para C. pulegioides até o
momento constitui o Unico registro para o género. Em Croton as maiores varia¢des disploides
tém sido observadas na secdo Drepadenium que é até 0 momento a sec¢do mais bem estudada
em termos cromossdmicos. O registro de variacdo numérica intraespecifica observada em
relacdo a C. pulegioides (disploidia) e C. heliotropiifolius (poliploidia) sugere um papel
importante na diversificagdo cariotipica do género Croton como um todo.

Caridtipos formados por heterocromatina rica em GC associada as RONSs e as regides

pericentromeéricas, além da heterocromatina rica em AT nos terminais cromossdmicos,
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formaram o padrdo de bandas CMA/DAPI mais comum entre as espécies analisadas de
Croton. A localizagdo proximal da heterocromatina associada a RON caracterizou as trés
espécies da seccdo Barhamia. Esta seccdo com 84 espécies tem como sinapomorfias 0 DNA
nuclear e plastidial (ITS, EMB2765 exon 9, trnL-F, and rps3), além de bracteas da
inflorescéncia glandulares (van Ee et al. 2011) e, a ocorréncia de RON proximal podera
constituir mais uma sinapomorfia para o grupo. Por outro lado, a presenca de heterocromatina
pericentromérica CMA™ em todas as espécies analisadas de Croton parece ter uma
distribuicdo mais ampla na familia, tendo sido observada em algumas espécies de Manihot
Mill., (Carvalho & Guerra, 2002) e em Ricinus communis L. (Vasconcelos et al. 2010).
Heterocromatina pericentromérica é observada praticamente em todos 0s organismos
eucariotos (Alper et al. 2012), embora nem sempre seja visualizada como bandas
diferencialmente coradas. Em nossa amostra, a heterocromatina pericentromérica foi mais
facilmente visualizada em algumas espécies como C. grewioides, e Croton spi1, enquanto em
outras, como em todas as espécies da seccdo Barhamia, essas regiGes foram apenas
ligeiramente mais coradas com CMA e apenas visualizadas em prometafase. Centrdmeros em
plantas sdo estruturas altamente complexas envolvendo centenas de kilobases de DNA
satélite, que evoluem muito rapidamente em funcéo da baixa presséo de selecdo atuante nessa
regido do genoma (revisado por Malik, 2009).

A ocorréncia de um par cromossémico menor com heterocromatina terminal CMA™
em Croton pulegioides, pode estar relacionada a um evento de fissdo céntrica seguida de
amplificacdo da heterocromatina rica em GC. Fusbes Robertsonianas e fissfes sdao mais
frequentes em animais, tendo sido documentada em poucas espécies dos géneros
Tradescantia L., Licoris Herb. e Paphiopedilum Pfitzer (revisado por Jones, 1998). Contudo,
a direcdo dessa alteracdo numeérica é dificultada quando ndo se tem o conhecimento do
namero basico ancestral. Para o género Croton, entretanto, o ndmero béasico x = 10 foi
fortemente suportado em nossa andllise, o que favorece a hip6tese da fissdo céntrica para o
aumento de nimero cromossémico na populacdo de C. pulegioides da Bahia.

A variabilidade em numero e tamanho dos blocos de heterocromatina proximal
observada em nossa amostra ndo € filogeneticamente informativa. Contudo, na subseccao
Barhamia, C. rudolphianus e a espécie relacionada C. urticifolius, diferiram pela presenca de
uma pequena banda pericentromérica DAPI* em C. rudolphianus. Blocos mais fortemente
corados com DAPI do que com CMA observados nas regides terminais e subterminais dos
cromossomos de todas as espécies parece ser um padrdo incomum de distribuicdo para esse

tipo de heterocromatina, sé observado em alguns grupos de plantas ndo relacionados como em
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algumas espécies de orquideas dos géneros Phalaenopsis Blume., (Kao et al. 2001) e
Acianthera Scheidw (Oliveira et al. 2015) e em Ricinus communis (Vasconcelos et al. 2011).

Contudo, apenas em Croton esse padrdo é amplamente distribuido.
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CONSIDERACOES FINAIS

As analises de barreiras reprodutivas como sincronia de floracdo, compartilhamento de
polinizadores, e biologia floral entre espécies simpatricas do género Croton, apontam fracas
ou ausentes barreiras pré-zigoticas, ja que foi observada a sobreposicdo e sincronia de
floracdo entre as espécies em cada populacdo, a sobreposi¢cdo de flores pistiladas e
estaminadas em um mesmo individuo e o compartilhamento de agentes polinizadores entre as
espécies. Ainda foi possivel observar a intercompatibilidade entre as espécies, com formacao
de frutos interespecificos, o que sugere a ocorréncia de uma barreira de isolamento
reprodutivo pds-zigotica incompleta, possibilitando a formacdo de hibridos interespecificos.
Diferencas cariotipicas na estrutura cromossémica parecem confirmar o isolamento
reprodutivo entre essas espécies. Esses resultados associados com o estudo da germinacgédo das
sementes ainda em andamento, sugerem a necessidade de uma melhor investigagdo nas
barreiras de isolamento reprodutivo pos-zigotico para espécies simpatricas de Croton.

As informacOes relativas ao nimero cromossémico de Croton quando analisadas
conjuntamente com a filogenia molecular, suportam fortemente a hipdtese de x = 10 como
nimero béasico primario do género. Numeros basicos secundarios observados nas secoes
Adenophylli e Drepadenium, foram originados a partir de eventos de poliploidia e disploidia
que parecem ter desempenhado um papel importante na diversificagdo cromossdmica e
taxonémica do género. Contudo, a extensdo exata desses eventos s6 poderd ser avaliada
ampliando-se 0 nimero de espécies analisadas, especialmente em grandes sec¢fes como
Adenophylli e Drepadenium.

Terminais cromossémicos mais fortemente corados com DAPI do que com CMA,
embora com intensidade variaveis, foram caracteristicos de todas as espécies de Croton aqui
analisadas. Por outro lado, heterocromatina proximal rica em GC, assim como bandas CMA
terminais correspondentes as RONs, amplamente distribuida entre as espécies de Croton,
estdo presentes em outros grupos de plantas, sdo reconhecidas homaplasias. Em relacdo as
RONs CMA, restritas a espécies de duas subsec¢des da seccdo Barhamia parecem constituir

sinapomorfias para esta sec¢éo.



92



