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RESUMO

Marques, Natalia Faria. O ""mistério abominavel™ de Schenck: desenvolvimento caulinar em
Serjania piscatoria Radlk. e suas implicacdes para a evolucdo de variantes vasculares em
Paullinieae, Sapindaceae. Rio de Janeiro, 2023. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas)
— Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (Botanica), Museu Nacional,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A familia Sapindaceae é uma das mais importantes em nimero de espécies de lianas no novo
mundo, sendo todas as linhagens de trepadeiras agrupadas dentro de Paullinieae. Esta tribo € a
linhagem mais rica em namero de espécies dentro da familia e tém recebido uma ampla atencéo
dos anatomistas de plantas dada a extraordinéria diversidade de “variantes vasculares” em seus
caules. Variantes vasculares sdo caracterizadas como ontogenias alternativas ao
desenvolvimento tipico das plantas com sementes (eustelo + cdmbio bifacial Unico) e geram
uma enorme diversidade morfoldgica em plantas lenhosas, principalmente em linhagens
contendo lianas. Nenhuma outra familia de plantas apresenta uma enorme diversidade de
variantes vasculares quanto a encontrada nas lianas da tribo Paullinieae. Em Sapindaceae, esta
diversidade foi explorada por botanicos no final do século X1X com enfoque em sistematica e
desenvolvimento caulinar. Por um longo periodo, cinco tipos de variantes vasculares foram
descritos para Sapindaceae, mas com base em estudos ontogenéticos, outros tipos foram
recentemente registrados para o grupo, levando esta classificacdo até o nimero de 10 variantes.
O padrédo anatdmico caulinar observado em Serjania piscatoria Radlk. foi considerado como
um dos mais atipicos por Schenck (1893). Esta complexidade anatbmica intriga 0s
pesquisadores dessa area até hoje, sendo esta espécie deixada de fora de classificacdes que
ilustram a diversidade anatdmica dentro de Paullinieae. Portanto, essa dissertacdo tem por
objetivo estudar a origem e o desenvolvimento anatomico do caule de S. piscatoria, a fim de
compreender os eventos que levam a formacao da arquitetura vascular encontrada nesta espécie.
Além disso, este trabalho avalia a posi¢éo filogenética da espécie dentro da recente filogenia
do grupo e utiliza métodos filogenéticos comparativos para informar a evolucéo de variantes
vasculares no género Serjania. A terminologia, classificacdo e significado das variantes
vasculares para a sistematica de Paullinieae é discutida. S. piscatoria possui um
desenvolvimento caulinar labil gerando arquiteturas caulinares complexas e polimoérficas. O
desenvolvimento do caule nesta espécie pode apresentar as seguintes modificacfes anatbmicas:
(1) presenga de um feixe vascular isolado que se diferencia em uma unidade vascular isolada

no caule adulto; (I1) atividade diferencial do cambio formando mais floema em relagdo ao



xilema; (I11) compartimentalizacdo do sistema vascular; (V) presenca de cambios ectopicos.
Esses processos ontogenéticos determinam respectivamente 0s seguintes padrdes de variantes
vasculares: caule composto, cunhas de floema, caule fissurado, e neoformacdes. Esses
processos ontogenéticos podem ser todos observados em um mesmo individuo ou ocorrer de
forma independente em individuos distintos. Nenhum individuo foi observado somente com
anatomia vascular tipica. O presente estudo mostra uma enorme diversidade de processos
ontogenéticos em S. piscatoria, ilustrando um caso raro de labilidade dos meristemas vasculares
em uma mesma espécie. A observacdo da posicao filogenética de S. piscatoria em um clado
constituido somente por espécies com caule composto indica um cenario complexo de
transicdes de variantes vasculares na histéria evolutiva de Serjania. A compreensdo dessas
modificacdes ontogenéticas em um contexto filogenético lanca novas perspectivas sobre a
evolucdo do desenvolvimento de variantes vasculares no grupo, que continua se destacando por

sua ampla diversidade de arquiteturas vasculares.

Palavras-chave: Cambio, lianas, Sapindaceae, variantes vasculares, plasticidade,

desenvolvimento, caule fissurado.



ABSTRACT

Marques, Natalia Faria. The "abominable mystery' of Schenck: stem development in
Serjania piscatoria Radlk. and its implications for the evolution of vascular variants in
Paullinieae, Sapindaceae. Rio de Janeiro, 2023. Dissertation (Master's in Biological Sciences)
— Graduate Program in Biological Sciences (Botany), National Museum, Federal University of
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

The Sapindaceae family is one of the most important in terms of the number of liana species in
the New World, with all lineages grouped within Paullinieae. This tribe is the richest lineage in
the number of species within the family and has gained extensive attention from plant
anatomists due to the extraordinary diversity of “vascular variants” in their stems. Vascular
variants are characterized as alternative ontogenies to the typical development of seed plants
(eustele + single bifacial cambium) and generate extensive morphological diversity in woody
plants, especially in lineages containing lianas. No other plant family exhibits such a diversity
of vascular variants as found in the lianas of the Paullinieae. In Sapindaceae, this diversity has
been explored by botanists since the late 19th century, with a focus on both systematics and
developmental stem anatomy. For a significant period, five types of vascular variants were
described for Sapindaceae, but based on ontogenetic studies, other types have recently been
recorded for the group, expanding this classification to a total of 10 variants. The stem
anatomical pattern observed in Serjania piscatoria Radlk. was considered one of the most
atypical by Schenck (1893). This complex anatomy intrigues researchers in this field to this
day, and this species has been excluded from classifications illustrating anatomical diversity
within Paullinieae. Therefore, this dissertation aims to study the origin and anatomical
development of the stem of Serjania piscatoria to understand the events leading to the
formation of the vascular architecture found in this species. Additionally, this work evaluates
the phylogenetic position of S. piscatoria within the recent phylogeny of the group and employs
comparative phylogenetic methods to provide insights into the evolution of vascular variants in
the genus Serjania. The terminology, classification, and significance of vascular variants for
the systematic classification of Paullinieae are discussed. S. piscatoria exhibits | stem
development, giving rise to complex and polymorphic stem architectures. The stem
development in this species may exhibit the following anatomical modifications: (I) the
presence of an isolated vascular bundle that differentiates into an isolated vascular unit in the
mature stem; (I1) differential exchange activity, forming more phloem compared to xylem; (l11)

compartmentalization of the vascular system; (IV) the presence of ectopic cambia. These



ontogenetic processes respectively determine the following patterns of vascular variants:
compound stem, phloem wedges, fissured stem, and neoformations. These ontogenetic
processes may all be observed in the same individual or occur in distinct individuals. No
individual was observed with only typical vascular anatomy. This study demonstrates a
significant diversity of ontogenetic processes in S. piscatoria, illustrating a rare case of vascular
meristem lability within the same species. The observation of the phylogenetic position of S.
piscatoria in a clade composed only of species with a compound stem indicates a complex
scenario of transitions of vascular variants in the evolutionary history of Serjania.
Understanding these ontogenetic modifications in a phylogenetic context opens new
perspectives on the evolution of vascular variant development in the group, which continues to

stand out for its wide diversity of vascular architectures.

Keywords: Cambium, liana, Sapindaceae, vascular variants, plasticity, development, fissured

vascular cylinder.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Diversidade anatdmica nos caules de lianas

As lianas sdo plantas que iniciam a vida como plantulas terrestres, cujos caules se
tornam lenhosos e relativamente espessos, e que necessitam de outras plantas como suporte
para o crescimento em altura (Gentry, 1991; Moffett, 2000). Elas s&o abundantes nos
Neotrépicos (aproximadamente dez mil espécies), determinando uma grande importancia
ecologica nesses ambientes, e em florestas de outras partes do mundo (Acevedo-Rodriguez et
al. 2015 onwards). Além disso, as lianas atuam como elementos-chave na dinamica e
regeneracdo de florestas (Schnitzer; Bongers, 2002) e vérios estudos tém demonstrado o
aumento na abundancia dessas plantas de perturbacdes florestais e mudancas climéticas que
contribuem para 0 aumento da sazonalidade nas florestas (Schnitzer, 2005). Se por um lado o
rapido processo de regeneracdo das lianas contribui para manter a diversidade e abundéncia
desse grupo funcional em ecossistemas naturais, a presenca dessas plantas em florestas tropicais
é também responsavel pela mortalidade de arvores devido a sua eficiéncia na competicéo por
luz, agua e nutrientes, ou inclusive pelas consequéncias dos raios que também afetam o
equilibrio das florestas (Schnitzer; Bongers, 2002; Gora et al., 2023). O sucesso ecoldgico das
lianas € resultado de sua biologia, que € decorrente de padrfes e processos que sé podem ser
compreendidos por meio de estudos que revelam a forma e a funcéo dos 6rgdos vegetativos e
reprodutivos. Pela sua complexidade e eficiéncia, as lianas também sdo fonte de inspiracdo para
a confeccdo de novas tecnologias (e.g., biomimética) (Fiorello et al., 2020; Speck et al., 2023).
A realizacdo desses fatores que determinam sua biologia, sucesso ecoldgico e riqueza como
fonte artistica e tecnoldgica demonstra a importancia de se estudar estas espécies com
caracteristicas tdo peculiares e importantes para 0s ecossistemas. Nesse estudo, iremos navegar

sobre os padrdes e processos estruturais que determinam a diversidade do caule de lianas.

As lianas apresentam singularidades em sua anatomia caulinar que estdo diretamente
relacionados com a sua forma peculiar de crescimento, o habito lianescente. Estas modificacoes
anatdbmicas resultaram na evolucdo de um sistema vascular muito especializado, com
caracteristicas que favorecem uma maior condutividade hidraulica e flexibilidade, para
acomodar o crescimento em escalada até o dossel das florestas (Angyalossy et al., 2012, 2015;
Soffiatti et al., 2022). Por exemplo, a flexibilidade requerida para se contorcer ou se enrolar em
outras plantas parece ter sido facilitada pela ocorréncia de, dentre outras caracteristicas

anatdmicas, a formacdo de caules lenhosos com anatomias atipicas que se desviaram do
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desenvolvimento comumente encontrado na maioria das plantas com sementes. Esse caule
tipico das plantas com sementes € interpretado como tendo originado no ancestral das lignofitas,
com a formacdo de um cambio vascular bifacial Unico, derivado de um estelo na estrutura
primaria (Spicer; Groover, 2010). Por outro lado, varias linhagens de plantas, principalmente
linhagens lianescentes, evoluiram ontogenias alternativas que comumente geram caules com
formato atipicos (e.g., ndo-cilindrico) e distribuicao de tecidos vasculares de forma irregular se
comparado aquele observado em um caule tipico formado por um cilindro massivo de madeira

envolvido pela casca.

Inicialmente, caules (e raizes) apresentando essas ontogenias alternativas foram
denominados de “caules andmalos” (Putz, 1980; Dobbins, 1981). Porém, Carlquist (1988;
2001) sugeriu a substitui¢ao do termo para “variagdo cambial”, uma vez que estas arquiteturas
caulinares, em verdade, bastante organizadas e o termo ‘“andémalo” induz a ideia de
desorganizacdo. Recentemente, Cunha Neto (2023) propos a utilizagdo do termo “variantes
vasculares” ao invés de “variagdo cambial”, j& que algumas variantes vasculares sdo derivadas
de modificacbes anatbmicas ainda no crescimento primario da planta (i.e., derivadas do
procambio e ndo do cdmbio vascular). Nesse sentido, o autor indica que variantes vasculares
geram ontogenias alternativas podendo ser derivadas de modificacGes na vasculatura primaria
(i.e., variacBes procambiais), na atividade de um Unico cambio (i.e., variacbes cambiais), ou a
partir de cambios ectdpicos que formam caules e raizes com multiplos cambios (Cunha Neto,
2023). Juntamente com a presenca de variantes vasculares, os caules de lianas apresentam uma
série de outras caracteristicas anatbmicas comuns, e.g., dimorfismo de vasos, elementos de vaso
largos e elementos de tubo crivado de maior didmetro, maior quantidade de parénquima axial,
raios mais altos, quantidade reduzida de fibras e parénquima ndo lignificado, as quais séo
agrupadas dentro do conceito denominado de "sindrome vascular lianescente" (Angyalossy et
al., 2012, 2015). Esse conceito demonstra a convergéncia evolutiva na anatomia vascular de
linhagens contendo lianas, nas quais muitas dessas caracteristicas evoluiram como forma de

especializacdo ao habito escandente (Angyalossy et al., 2015).

A cléssica obra “Biologie und Anatomie der Lianen” (em Alemao) do pesquisador
Schenck publicada em 1893 foi um marco para o estudo de lianas e tornou-se referencial para
estudos anatdmicos dos caules de plantas trepadeiras. Embora os primeiros estudos com foco
na presenca de variantes vasculares tenham sido realizados ainda no século XIX por Schenck e
outros autores (Jussieu, 1843; Eichler, 1864; Radlkofer, 1875, 1892, 1896), investigagdes sobre

a biologia de lianas foi negligenciado por muito tempo. Apés este grande hiato, a enorme
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diversidade anatdmica do sistema vascular de lianas tem sido o foco de diversas pesquisas que
se estende por diversas &reas como a taxonomia, evolugdo, ecologia, fisiologia,
dendrocronologia, anatomia da casca, anatomia da madeira, etnobotanica, estruturas secretoras
e macroevolucdo (Schnitzer, 2005; Schnitzer; Bongers, 2002; Pace et al., 2009; Tamaio;
Angyalossy, 2009; Tamaio; Somner, 2010; Tamaio et al., 2011; Angyalossy et al., 2012, 2015;
Cunha Neto et al., 2018, 2023; Pellissari et al., 2018; Brandes et al., 2022; Onyenedum; Pace,
2021; Pace et al., 2022). Nas ultimas décadas, muitos autores tém expandido os achados de
Schenck (1893) buscando reinterpretar seus comentarios anatbmicos sobre uma perspectiva do
desenvolvimento e evolutiva (Pace et al., 2019; Cunha Neto et al., 2022; Chery et al., 2020).
Esta dissertacdo segue os mesmos passos desses trabalhos, com enfoque para desvendar uma
peca fundamental no quebra-cabeca da enorme diversidade anatdmica encontrada nos caules

de lianas da tribo Paullinieae, Sapindaceae.

1.2 Sapindaceae: uma linhagem rica em lianas neotropicais

A familia Sapindaceae é constituida de 144 géneros e cerca de 1900 espécies (Acevedo-
Rodriguez et al., 2017, Buerki et al., 2010). Em 2017, Acevedo-Rodriguez et al., realizaram o
primeiro trabalho de filogenia da tribo Paullinieae. Neste trabalho foi confirmada a monofilia
desta tribo, assim como foi reconhecida a supertribo Paulliniodae, constituida por quatro tribos
Athyaneae, Bridgesieae, Thouinieae ¢ Paullinieae, sendo esta ultima considerada a linhagem
mais diversa, constituida por 471 espécies de lianas ou trepadeiras herbaceas, pertencentes a
seis géneros Cardiospermum Kunth, Lophostigma Radlk., Paullinia L., Serjania Mill., Urvillea
Kunth e Thinouia Triana e Planch. Posteriormente, Buerki ef al. (2021) realizou o estudo sobre
a filogenia infrafamiliar de Sapindaceae e adotou a mesma delimitacdo das tribos da supertribo
apresentada por Acevedo-Rodriguez et al. (2017), e também reconheceu os seis géneros de
Paullinieae previamente estabelecidos, elevando para 475 o nimero de espécies da tribo.

As espécies de Paullinicae sdo distribuidas principalmente em regiGes neotropicais e
abrange diferentes biomas da América do Sul e do Brasil (Acevedo-Rodriguez et al. 2015
onwards). Muitas dessas espécies dispdem de grande potencial econémico, como Paullinia
cupana Kunth., endémica da regido amazonica, cujas sementes sdo utilizadas na extracédo do
guarana. As espécies Paullinia pinnata L. e Paullinia spicata Benth sdo plantas forrageiras
(Guarim Neto et al., 2000); algumas espécies de Serjania (e.g., Serjania lethalis A. St.-Hil.)

foram relatadas como tdxicas para animais em pastejo (Acevedo-Rodriguez et al. 2015
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onwards). No artesanato, a beleza dos caules de lianas de Sapindaceae tém sido utilizadas para
a producdo de pequenos artefatos decorativos (Tamaio; Somner, 2010).

Os géneros de Paullinieae sdo bastante semelhantes vegetativamente e relativamente
dificeis de serem identificados somente com essas caracteristicas, mas se distinguem através de
caracteristicas dos graos de pdlen, frutos e, o padrdo anatbmico de seus caules possui uma
enorme relevancia para a sistematica do grupo (Radlkofer, 1931; Acevedo-Rodriguez et al.
2015 onwards; Steinmann et al., 2022). A seguir, abordaremos com mais detalhes a anatomia

caulinar da tribo.

1.3 Paullinieae: as lianas e a diversidade do sistema vascular

Paullinieae é composta por seis géneros lianescentes, e concentra a maior diversidade
de tipos de variantes vasculares entre todas as linhagens de plantas com sementes (Acevedo-
Rodriguez et al. 2015 onwards; Pace et al., 2022). Desses seis géneros, apenas dois nao
possuem variantes vasculares: Cardiospermum e Lophostigma (Acevedo-Rodriguez et al. 2015
onwards). A classificagdo desses padrfes sofreu uma série de modificacGes desde o trabalho

seminal de Schenck (1893) o que sera discutido com mais detalhes a seguir.

Schenck (1893) registrou cinco variantes vasculares nos caules das lianas de
Sapindaceae sendo eles: caules lobados, cilindro vascular dividido, cilindro vascular composto,
cilindro vascular cordado e cilindro vascular fissurado. Posteriormente, uma série de outros
trabalhos investigaram a anatomia, desenvolvimento e evolucdo desse fendmeno (Aradjo;
Costa, 2006; Tamaio; Somner, 2010; Tamaio et al., 2011; Borniego; Cabanillas, 2014; Chery
et al., 2020; Rizzieri et al., 2021; Rajput et al., 2021, Cunha Neto et al., 2023), o que tem
contribuido para confirmar e/ou expandir as consideracdes feitas por Schenck (1893) mais de
um século atras. A partir desses estudos recentes, outros cinco padrbes anatdmicos foram
formalmente descritos, totalizando dez tipos na tltima classificacdo proposta para o grupo (Pace
etal., 2022). As variagcOes vasculares que foram propostas incluem: cadmbios sucessivos (Cunha
Neto et al., 2018), cunhas de floema (Angyalossy et al., 2015; Bastos et al., 2016; Pellissari et
al., 2018), neoformacgdes (Tamaio; Angyalossy, 2009), caule dividido com cilindro central
(Rizzieri et al., 2021), e caule composto com um cilindro central e trés periféricos (Chery et al.,
2020). Curiosamente, variantes vasculares em Paullinieae também foram reportadas em plantas
fosseis com cerca de dezenove milhdes de anos, ilustrando que essas lianas tém utilizado essa

estratégia ha muito tempo (Jud et al., 2021).
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Atualmente, sdo reconhecidos 11 padrdes vasculares caulinares em Paullinieae, sendo
uma delas a ontogenia tipica e dez outras formando variantes vasculares (Tabela 1). Algumas
dessas variantes sdo bastantes semelhantes em relacdo a sua macromorfologia (topologia) nos
caules adultos, sendo propriamente diferenciadas somente através de estudos ontogenéticos
(Tamaio, Somner, 2010; Tamaio et al., 2011). Esta semelhanca se deve ao fato de que caules
adultos em sete das dez variantes vasculares apresentam uma “estrutura em cabo”, que significa
a formacdo de multiplos cilindros vasculares compondo um Unico caule em seccao transversal
(Pace et al., 2022). Entretanto, em uma perspectiva do desenvolvimento, existem diferencas
anatbmicas marcantes que levam a determinacgdo de diferentes ontogenias, o que determina
diferentes categorias e padres anatémicos, com implicacdes marcantes para a sistematica e
evolucdo das plantas (Cunha Neto 2023). Em Sapindaceae, esses padrdes anatbmicos tém uma
grande importancia para a sistematica do grupo, visto que, por exemplo, o tipo cordado é
supostamente exclusivo do género Thinouia (Tamaio, Somner, 2010) e o tipo dividido
exclusivo do género Serjania (Araujo; Costa, 2006; Rizzieri et al., 2021). Na Tabela 1, as
ontogenias existentes em lianas de Sapindaceae sdo ilustradas e descritas brevemente,
evidenciando que a estrutura observada em Serjania piscatoria ainda carece de estudos para

identificar os processos ontogenéticos que geram esta anatomia complexa.



Tabela 1- Resumo dos padrdes anatémicos caulinares em lianas de Paullinieae (Sapindaceae).

Variantes
Padroes vasculares:
anatémicos procambial, Desenvolvimento Ocorréncia Macromorfologia*
cambial ou
cambios
ectopicos
Caule com eustelo tipico e um Unico
Caule tipico - cambio bifacial produzindo xilema e Todos os

floema secundarios da maneira usual. géneros

Variante Trés feixes vasculares isolados do

Caule procambial® | estelo originam trés cilindros Paullinia
composto com vasculares periféricos no crescimento
um cilindro secundério; O cilindro vascular
central e trés central é originado de forma tipica.

periféricos




Caule
composto com
um cilindro
central e mais
de trés
periféricos

Cilindro
vascular
dividido

Cilindro
vascular
dividido com
formacao
tardia de um
central

Variante
procambial®

Multiplos feixes vasculares estao
distribuidos nos lobos, onde se
desenvolve um cambio vascular
formando um cilindro vascular
periférico;

O cilindro central é derivado de um
cambio vascular derivado de feixes
vasculares na posicéo tipica.

Serjania

O eustelo é modificado através de
feixes vasculares distribuidos nos
lobos que formam cambios
independentes gerando os cilindros
vasculares periféricos; usualmente
ndo ha um cilindro central.

Serjania

Desenvolvimento semelhante a
ontogenia anterior, mas um novo
cilindro vascular é formado
tardiamente no centro do caule.

Serjania
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Caule lobado

Cunhas de
floema

Cilindro
vascular
fissurado

Variante
cambial?

Atividades diferencial do cdmbio em Serjania

certas regides produz tecidos Paullinia
vasculares secundarios em taxas Urvillea

maiores formando os lobos, e taxas

menores formando os sulcos.

Atividade cambial atipica; Serjania

o xilema € sulcado em regides onde Paullinia
hé& maior producéo de floema em Urvillea

relacdo ao xilema (cunhas de

floema); na maioria dos casos o

cambio é continuo.

O sistema vascular se fragmenta em Urvillea*
diferentes por¢es*, ou apresenta Serjania**

fissuras, mas permanecendo como
um caule Gnico**
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Cilindro
vascular
cordado

Neoformacdes

Cambios
sucessivos

Céambios
ectopicos®

Inicialmente o caule apresenta
desenvolvimento tipico, mas
posteriormente novas unidades de
tecidos vasculares formados a partir
de cambios ectdpicos — formando
cilindros vasculares periféricos,
usualmente distribuidos de maneira
equidistante.

Serjania
Thinouia

Inicialmente o caule apresenta
desenvolvimento tipico, mas
posteriormente novas unidades de
tecidos vasculares formados a partir
de cambios ectdpicos - geralmente
como unidades circulares, mas
distribuidos de maneira irregular na
superficie do caule.

Serjania
Paullinia

Inicialmente o caule apresenta
desenvolvimento tipico, mas depois
novas unidades de tecidos vasculares
sdo formadas a partir de cambios
ectopicos; os cambios podem ser
continuos® ou descontinuos** e se
apresentam de forma concéntrica; ha
também “cambios reversos”, exceto
em Urvillea.

Serjania*
Paullinia**
Urvillea**

20
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*Imagens cedidas por: Israel L. Cunha Neto; Carolina L. Bastos e Robson G. Silva.

1. Paullinia trigonia; 2. Paullinia spicata; 3. Serjania fuscifolia; 4. Serjania corrugata; 5. Serjania corrugata; 6. Urvillea stipitata; 7. Urvillea stipularis; 8. Urvillea laevis; 9.
Serjania piscatoria; 10. Thinouia restingae; 11. Serjania caracasana; 12. Paullinia pseudota. 13; Serjania pernambucensis.

Variantes procambiais: representam desvios do eustelo tipico, originando padrdes procambiais atipicos que podem ou néo restringir o crescimento secundario atipico
(Cunha Neto, 2023); 2Variantes cambais: representam desvios do cambio bifacial Gnico originando padrdes cambiais atipicos que geram tecidos vasculares com taxas ou
arranjos alterados, podendo ou néo gerar caules e raizes néo cilindricas (Cunha Neto, 2023); 3Cambios ectdpicos: o cdmbio vascular de novo surge em locais atipicos além
do cambio tipico. Geralmente esses cambios surgem apds algum periodo de crescimento secundario originando cambios multiplos que podem gerar ou ndo em caules e raizes
ndo cilindricas (Cunha Neto, 2023).

Ref.: Schenck, 1893; Araujo; Costa, 2006; Tamaio; Angyalossy, 2009; Tamaio; Somner, 2010; Borniego; Cabanillas; 2014; Bastos et al., 2016; Cunha Neto et al., 2018,
2023; Chery et al., 2020; Rajput et al., 2021; Rizzieri, et al., 2021; Pace et al., 2022.
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Diante do exposto, é notavel a grande diversidade de variantes vasculares encontradas em
Paullinieae e as semelhangas das arquiteturas caulinares. Isso indica a importancia dos estudos
ontogenéticos como forma de averiguar a singularidade em cada variante. Estudos com essa
abordagem tem se mostrado uma importante ferramenta para desvendar a complexidade
morfolégica de linhagens com variantes vasculares. Por exemplo, recentemente, Cunha Neto et
al. (2023) revelou que ao contrario do que se imaginava, a diversidade de tipos de padrbes
caulinares em Urvillea na verdade é constituido de cinco ontogenias distintas, portanto, muito
além do estereotipo de caule lobado e/ou fragmentado que tem sido ilustrado na maioria dos
estudos (Tamaio et al., 2011; Bastos et al., 2016; Cunha Neto et al., 2018). Tradicionalmente,
0 padrdo encontrado em Urvillea e Serjania piscatoria foram considerados semelhantes. Uma
vez que a diversidade encontrada em Urvillea estd mais bem compreendida (Cunha Neto et al.
2023), a pergunta que ainda ressoa é: o que sabemos da diversidade dentro do género Serjania

e 0 padréo anatdmico em S. piscatoria?

1.4 Serjania: o género com maior diversidade de variantes vasculares em Paullinieae

Serjania Mill. é uma linhagem monofilética com cerca de aproximadamente 270
espécies (World Flora Online, 2023) o que o caracteriza como 0 maior género de Paullinieae.
Juntamente com os outros géneros da tribo, a complexidade anatémica dos caules de Serjania
tém sido estudadas desde o século XIX. Com relacdo a diversidade de variantes vasculares,
Serjania se destaca por ser o Unico género de Paullinieae que apresenta todos os tipos
atualmente descritos, o que é reforcado nesse estudo (Pace et al., 2022). No passado, Acevedo-
Rodriguez (1993) identificou seis se¢des em Serjania e a Unica se¢ao que possui uma possivel
sinapomorfia com relacdo aos tipos de variantes vasculares é Eurycoccus (Radlkofer, 1875,
1931). Esta secdo € composta por oito espécies e todas apresentam variante vascular do tipo
cilindro vascular dividido (Radlkofer, 1875; Schenck, 1893; Araujo; Costa, 2006; Rizzieri et
al., 2021).

Embora a maior parte das variantes vasculares em Serjania sejam compartilhadas com
outros géneros, o caminho ontogenético apresentado pelos diferentes grupos € claramente
diferente em alguns casos. Por exemplo, o caule do tipo composto observado em espécies de
Paullinia € originado pela presenca de feixes vasculares isolados no crescimento primario (Van
Der Walt; 1973), enquanto em Serjania anéis de feixes vasculares sdo formados

independentemente no crescimento primario resultando nos cilindros vasculares periféricos
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(Tamaio; Angyalossy, 2009). Outro exemplo é a diferenca no padrdo de cunhas de floema
quando se compara Serjania mexicana e outras espécies de Paullinia. Em Serjania mexicana,
as cunhas de floema séo regularmente distribuidas ao longo da circunferéncia do caule e
atingem usualmente uma mesma largura e profundidade (Rajput et al., 2021), a semelhanga do
que é observado em Urvillea stipularis (Cunha Neto et al., 2023). Todavia, cunhas de floema
em espécies de Paullinia sdo mais rasas, estreitas e irregularmente distribuidas na
circunferéncia do caule (Pelissari et al., 2018; Chery et al. 2020). Por outro lado, em alguns
casos, 0 caminho ontogenético observado para a formacédo dessas anatomias complexas € muito
similar, como no caso do tipo cordado entres as espécies Thinouia restingae (Tamaio; Somner,
2010) e Serjania meridionalis (Borniego; Cabanillas, 2014), evidenciando casos de
convergéncia evolutiva que levam a diversificacdo de anatomias vasculares em Paullinieae.
Outro aspecto curioso é observado em relacdo ao desenvolvimento do tipo dividido. Por
muitos anos, esse padrao foi caracterizado pela formacéo de cilindros periféricos e auséncia de
um cilindro vascular central (Schenck, 1983; Araljo; Costa, 2006). Entretanto, estudos
ontogenéticos demonstraram que em algumas espécies ha a formacéo de um cilindro vascular
formado tardiamente por processos secundarios que geram um cilindro no centro do caule
(Rizzieri et al., 2021). Sendo assim, Pace et al. (2022) considerou caule dividido ‘com’ ou ‘sem’
cilindro central como duas variagdes distintas. Dado a semelhanca topoldgica entre os padrdes
composto, dividido e cordado, e a impossibilidade de diferencia-los em vista macroscopica em
estagio adulto, fica evidente a importancia dos estudos ontogenéticos em amostras de caules
em todos os estagios de crescimento para a descricdo apropriada dos processos ontogenéticos
que geram essa diversidade, e para o reconhecimento das variantes vasculares em um contexto

sistematico e evolutivo.

1.4.1 Serjania piscatoria Radlk.: uma espécie com ampla diversidade anatémica

Serjania piscatoria é uma espécie endémica do Brasil e ocorre nas regides Nordeste
(Bahia), Centro- Oeste (Goias), Sudeste (Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo), e Sul
(Parand). Essa espécie ¢ comum na Mata Atlantica (Fig. 1A-F) e Cerrado, cresce principalmente
em regides de Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Ombrofila (pluvial) (Flora e Funga
do Brasil, 2023). Como mecanismo de escalada, estas plantas desenvolvem gavinhas que
facilitam seu suporte sobre outras plantas no movimento de ascensao ao dossel (Fig. 1C), mas
também possuem raizes adventicias que facilitam sua ancoragem (Fig. 1D), uma vez que

ocorrem em florestas montanas (Acevedo-Rodriguez et al. 2015 onwards).
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Os primeiros registros sobre a diversidade e a complexidade anatdmica caulinar de S.
piscatoria foram documentados na literatura por Radlkofer (1875) e por Schenck (1893). Em
sua obra Monographie der Sapindaceen-Gattung Serjania (p. 97; p. 340), Radlkofer (1875)
relata brevemente que o caule da espécie em questdo possui um cilindro vascular central maior
e um a trés “cilindros vasculares periféricos” menores, que frequentemente se fundem ao
cilindro central. Schenck (1893) (p. 100-106), por sua vez, faz inmeras observacdes sobre
caules da espécie que foram coletados nas adjacéncias da cidade do Rio de Janeiro e na Serra

dos Orgéos-RJ.

Em sua descri¢do sobre o desenvolvimento anatdmico caulinar de S. piscatoria,
Schenck (1893) relata que caules jovens apresentam “cunhas de floema” profundas que
posteriormente “fissuram” o cilindro central em quatro porgdes principais (Fig. 1E). O autor
também relata que essas porg¢des continuam o desenvolvimento de forma independente e neste
processo, novas ‘“cunhas de floema” fragmentam ainda mais as porgdes vasculares ja
compartimentalizadas. O autor também relatou que em alguns caules maiores nao ha fissuras
no cilindro vascular central, o qual apresentava apenas algumas “cunhas de floema”. Para caules
ainda mais desenvolvidos, Schenck (1893) também reporta a presenca de “neoformagdes” no
floema secundario (Fig. 1F). Schenck (1893) inclui S. piscatoria juntamente com as espécies
de Urvillea caracterizando como tendo caule do tipo “fissurado”. Esta classificagdo continuou
sendo mantida em varios trabalhos recentes, embora muitos autores tenham especulado as
possiveis diferencas nos processos ontogenéticos que levam ao padrdo anatébmico em S.
piscatoria e nas espécies de Urvillea (Bastos et al., 2016). Curiosamente, Cunha Neto et al.
(2023) revelaram cinco ontogenias do caule no género Urvillea. Entretanto, apenas uma
ontogenia que é representada somente em U. laevis é descrita como caule fissurado. Além disso,
ndo hé registros de feixes isolados ou neoformacgdes em U. laevis, sendo este tltimo fenémeno
reportado somente em uma outra espécie de Urvillea (i.e., U. filipes) (Cunha Neto et al., 2023).
Esses dados reforcam mais uma vez que estudos adicionais sdo necessarios para desvendar a
complexidade anatdmica de S. piscatoria e sua relagdo com o padrdo observado em outras

especies de Paullinieae.



Figura 1- Morfologia externa, hdbito e anatomia caulinar de Serjania piscatoria. (A) Caule basal (setas amarelas).
(B) Caule jovem (setas vermelhas). (C) Caule jovem com gavinhas (pontas de seta vermelhas). (D) Caule adulto
com raizes adventicias (setas amarelas). (E) Caule fissurado em quatro por¢des com formacdo inicial das
neoformac6es. (F) “Caule fissurado” com “neoformac6es” na periferia do caule. (Imagens E-F retiradas da obra
de Schenck, 1893).

1.4.2 Objetivo: por que estudar S. piscatoria?

Darwin (1859) ficou surpreso pela rapida diversificacdo das angiospermas na historia
evolutiva das plantas, e cunhou a expressao “mistério abominavel” para ilustrar esse cenério
intrigante. De maneira similar, Schenck (1893) também parecia intrigado com o
desenvolvimento complexo de Serjania piscatoria Radlk. e como esta espécie teria evoluido
dentro da imensa diversidade ja existente em lianas de Sapindaceae. Ha mais de um século
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Schenck (1893) lancou importantes informacGes para desvendar esse mistério, mas alguns
aspectos ainda permanecem por ser desvendados, especialmente com luz das informacoes
oriundas da filogenia e sistematica do grupo que nao estava disponivel para o autor naquela
época. Diante disso, estudos integrando a ontogenia e filogenia sdo fundamentais para informar
a evolucéao desse fendmeno dentro do grupo.

A variante vascular que ocorre em S. piscatoria, segundo Schenck (1893), é do tipo
cilindro vascular fissurado. No entanto, evidéncias estruturais sugerem que a complexidade da
anatomia caulinar de S. piscatoria compreende processos ontogenéticos que vao além do que é
necessario para definir um caule fissurado. Schenck (1893) considerou a configuracéo
anatdmica dessa espécie uma das mais complexas dentro de Paullinieae, entretanto, além da
obra de Schenck (1893), ndo ha mais estudos ontogenéticos sobre a anatomia caulinar de S.
piscatoria, o que indica a necessidade de estudos mais aprofundados para compreender o
desenvolvimento do caule desta espécie e sua importancia para o entendimento da enorme
diversidade de variantes vasculares em Paullinieae. De fato, o estudo recente com enfoque na
evolucdo do desenvolvimento do caule de espécies do género Urvillea (Cunha Neto et al., 2023)
corrobora que existem grandes diferencas entre a ontogenia observada na maioria das espécies
do género se comparado ao observado em S. piscatoria, 0 que reforca a necessidade de
investigar a estrutura e desenvolvimento do caule de S. piscatoria. Diante das informacdes
ontogenéticas e evolutivas recentes revelando a diversidade de variantes vasculares em
Paullinieae, € imprescindivel estudar o desenvolvimento caulinar em S. piscatoria, a fim de
revelar qudo similar ou dissimilar sdo 0s processos ontogenéticos que geram as anatomias
complexas encontrados nesses diferentes taxons.

Portanto, este estudo tem por objetivo investigar a anatomia e desenvolvimento do caule
de individuos de S. piscatoria a fim de compreender a origem, desenvolvimento e processos
ontogenéticos que levaram a anatomia do sistema vascular desta espécie, além avaliar a posicédo
filogenética de S. piscatoria dentro da filogenia recente do género (Steinmann et al., 2022), o

padréo de evolugéo de variantes vasculares, e o0 seu significado para a sistematica do grupo.

Esta dissertacdo apresenta um capitulo que esta formatado para publicacdo na revista
FLORA e sera traduzido para o inglés apos as devidas corre¢des. As siglas das figuras ja foram
traduzidas para o inglés.
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CAPITULO 1

Anatomia do caule de Serjania piscatoria: um caso de desenvolvimento labil e
polimdrfico ilumina a evolucdo do desenvolvimento em Paullinieae (Sapindaceae)

RESUMO

Paullinieae (Sapindaceae) tém recebido ampla atengédo de anatomistas em todo o mundo devido
a presenca de variantes vasculares em seus caules e raizes. Dentre os seis géneros de
Paullinieae, Serjania é o Unico que apresenta todos os tipos de variantes vasculares. Entretanto,
o tipo fissurado reportado para S. piscatoria, tem um desenvolvimento complexo e isto tém
intrigado anatomistas desde o final do seculo XIX. Neste estudo, analisamos o desenvolvimento
caulinar de S. piscatoria com intuito de compreender a sua diversidade estrutural num contexto
sistematico e evolutivo, bem como verificar a sua posicgao filogenética na filogenia do género.
Os caules dos trés individuos coletados foram processados seguindo técnicas padronizadas em
anatomia vegetal, e para identificar a posicdo filogenética da espécie utilizamos a filogenia
recente do grupo e métodos usuais em biologia molecular. O desenvolvimento caulinar em S.
piscatoria é determinado por varios processos ontogenéticos que determinam diferentes tipos
de variantes vasculares. Algumas modificacBes ocorrem no sistema vascular primario,
enguanto outros processos sao estabelecidos somente com a atividade cambial, ou formacéo de
cambios ectdpicos. Todos os individuos de S. piscatoria apresentam um ou mais dos quatro
processos ontogenéticos determinados para a espécie, sendo eles: a formacdo da unidade
vascular derivada de um feixe vascular isolado, formacdo de cunhas de floema,
compartimentalizacdo do sistema vascular e presenca de neoformacdes. Estes padrdes podem
ser classificados dentro de variantes vasculares procambiais, cambias ou cambios ectopicos,
indicando uma enorme labilidade dos meristemas vasculares nesta espécie. Em relacdo a
posicdo filogenética, S. piscatoria € grupo irmdo de Serjania goniocarpa, em um clado
constituido por espécies com caule composto (clado 5). Neste contexto filogenético, o ancestral
do clado 5 foi reconstruido como tendo caule composto, do qual teria evoluido o sistema
vascular observado em S. piscatoria. Os processos que geram distintos padrdes anatdmicos
nesta espécie conferem-lhe um caso de desenvolvimento labil e polimérfico e explica sua
enorme complexidade. Estudos futuros com uma maior amostragem dentro da filogenia e
também em relacdo a presenca de variantes vasculares serdo necessarios para confirmar os
resultados obtidos nesse estudo do ponto de vista filogenético e evolutivo.

Palavras-chave: Caule fissurado, filogenia, lianas, ontogenia, plasticidade, polimorfismo,
Serjania.
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1. INTRODUCAO

Hipoteticamente, o ancestral das plantas com sementes possuia um desenvolvimento
caulinar formado pela combinacéo de um eustelo e a formacéo de xilema e floema secundarios
produzido por um c&mbio bifacial unico (Spicer and Groover, 2010). Enquanto esse
desenvolvimento tipico produz usualmente caules circulares com quantidades homogéneas de
madeira (xilema secundario) e casca interna (floema secundario) na maioria das plantas
lenhosas, muitas linhagens de plantas evoluiram ontogenias alternativas que fogem desse
padrdo tipico. A essas ontogenias alternativas que geram modifica¢des anatbmicas quanto no
formato ou organizacdo dos tecidos vasculares, em funcdo de modificacGes na localizacéo,
organizacdo e atividade dos meristemas vasculares da-se o nome de variantes vasculares
(anteriormente chamadas de “crescimento andmalo” ou “variagdes cambiais”; Cunha Neto,
2023). Além de gerar uma enorme diversidade morfoldgica, a presenca de variantes vasculares
tem ganhado grande destaque por conta da fungdo que desempenham em plantas trepadeiras
(e.g., flexibilidade, condutividade e resisténcia mecénica), e pela sua importancia para a
sistematica e identificacdo de grupos contendo lianas (i.e., trepadeiras lenhosas) (Carlquist,
2001; Pace et al, 2009; Angyalossy et al., 2012, 2015; Acevedo-Rodriguez et al., 2015
(onwards)). Entretanto, do ponto de vista evolutivo, o entendimento da evolugdo do
desenvolvimento € fundamental para revelar os verdadeiros processos ontogenéticos que
determinam como essas formas se originaram e diversificaram ao longo da histdria evolutiva
do grupo. Para tanto, o conhecimento da anatomia e desenvolvimento de plantas com anatomias

complexas é fundamental e tem sido uma relevante fonte de informacéo em trabalhos recentes.

O trabalho seminal de Schenck (1893) é reconhecidamente um dos primeiros que
despertou o interesse de botanicos para a anatomia e desenvolvimento dos varios padrdes de
variantes vasculares. Desde entdo, grande énfase tem sido dada a investigacdo da anatomia,
desenvolvimento e evolucdo das variantes vasculares em Sapindaceae, visto que essa familia
tem sido reconhecida como tendo a maior diversidade de padrdes anatbmicos do reino vegetal
(Cunha Neto et al., 2018; Chery et al., 2020; Rajput et al., 2021; Rizzieri et al., 2021; Pace et
al., 2022). Atualmente, além da ontogenia tipica (i.e., eustelo + cambio bifacial nico), dez tipos
de variantes vasculares sdo reconhecidas para a familia: caule composto por um cilindro central
e trés periféricos, cilindro vascular cordado, cunhas de floema, caule composto com um cilindro

central e mais de trés cilindros periféricos, cambios sucessivos, caules lobados, cilindro
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vascular dividido, cilindro vascular dividido com a formagdo tardia de um cilindro central,

neoformacdes e cilindro vascular fissurado (Pace et al., 2022).

Nesta classificacdo, das dez variantes vasculares reconhecidas para Sapindaceae, nove
séo registradas para Serjania na topologia de Pace et al. (2022), exceto o “cilindro vascular
fissurado”, que foi incluido somente para 0 género Urvillea tendo como base a particdo do
caule. Originalmente, Schenck (1893) agrupou a espécie Serjania piscatoria com 0 género
Urvillea na mesma categoria de caule fissurado. Segundo o autor, o cilindro vascular fissurado
tem duas origens distintas: em S. piscatoria se origina com a formagéo de cunhas de floema
interrompendo o Xxilema secundario, enquanto o caule de Urvillea inicia-se lobado no
crescimento primario e ocorre uma fissuracao subsequente das porc6es dos caules através da
dilatacdo dos raios que alcanga a medula e pode “fissurar” o caule em duas ou mais unidades
independentes. A incluséo de S. piscatoria juntamente com Urvillea em uma mesma categoria
de variantes vasculares tem sido repetida em varios estudos (Bastos, 2016; Lopes et al., 2017),
embora o proprio Schenck (1853) e outros autores que o sucederam tenham indicado que
diferencas existem. Recentemente, Cunha Neto et al. (2023) reportou cinco vias de
desenvolvimento em caules de Urvillea, sendo que apenas uma ontogenia (exclusiva da espécie
U. laevis) exibe modificacdes anatdmicas que sdo similares ao caule “fissurado” de S.
piscatoria. Essas duas espécies tém em comum a formacdo de fragmentacdo do sistema
vascular, mas as “fissuras” que dividem o caule em unidades independentes é observado em
outras espécies de Urvillea e derivam de outros processos ontogenéticos (Cunha Neto et al.
2023). Em contrapartida, feixes isolados que estdo presente em S. piscatoria ndo foram
observados em Urvillea e neoformacdes foram relatadas apenas para a espécie U. filipes (Cunha
Neto et al. 2023). Além disso, cambios ectopicos em U. filipes constitui o Gnico processo
ontogenético determinando variantes vasculares na espécie, enquanto diferentes processos
parecem estar presentes em S. piscatoria (Schenck, 1893). Sendo assim, 0s estudos recentes
corroboram que ha diferencas marcantes entre a ontogenia observada S. piscatoria em relagéo
a maioria das espécies do género Urvillea que foram agrupadas na mesma categoria por

Schenck e em estudos recentes.

Reconhecendo a necessidade de informacgOes detalhadas sobre a ontogenia do caule
nesta espécie emblematica por sua complexidade anatdmica, investigamos o desenvolvimento
anatdmico caulinar de S. piscatoria a fim de compreender 0s processos ontogenéticos que
geram a sua diversidade estrutural em contexto sistematico e evolutivo. Especificamente,

objetivou-se identificar a posicao filogenética de S. piscatoria dentro da filogenia recente do
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género (Steinmann et al., 2022) e o padrdo de evolugédo de variantes vasculares neste mesmo
arcabouco filogenético.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Glossario

O glossario nesse estudo foi adaptado de Cunha Neto (2023) (Tabela Suplementar 1).

2.2 Coletas de material botanico

Amostras de caules de trés individuos de Serjania piscatoria foram coletadas em
diferentes estagios de desenvolvimento e usadas no presente trabalho (tabela 1). Todas as
amostras foram obtidas de material fresco, coletadas no Parque Nacional dos Serra dos Orgaos,
no municipio de Teresépolis- RJ e no Parque Natural Municipal do Curi6, no municipio de
Paracambi, RJ, Brasil. Amostras foram coletadas de vérias porcdes da plantas de forma
sistematizada (secGes de aproximadamente 5cm de comprimento), desde o apice até a por¢édo
mais madura do caule. Amostras com menor diametro (1-7 mm) e com maior diametro (10-50
mm) foram fixadas em formaldeido-acidoacético-alcool 70% e posteriormente armazenado em
etanol 70% (modificado de Johansen, 1940). Os materiais testemunhos foram depositados nos
herbarios do Museu Nacional (R) e da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (RBR).
Amostras de madeira foram depositadas na xiloteca do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico
do Rio de Janeiro (RBw) e do Museu Nacional-UFRJ (Rw).

2.3 Analises macroscépicas

Para 0 preparo macroscopico, as amostras de maior diametro foram polidas com uma
série de lixas a prova d’agua de granulometria cada vez menor (600, 1200, 2000), deslizando
as amostras na lixa debaixo d'agua (Barbosa et al., 2021). As amostras polidas foram
armazenadas em etanol 70%, fotografadas com uma camera digital (Cannon Eos Rebel T3I) e
no microscopio 3D (ZEISS Smartzoom 5). Os procedimentos anatdmicos para analises micro
e macroscépicas foram realizados no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Museu Nacional-
UFRJ.
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Tabela 1. Relacdo de individuos da espécie S. piscatoria Radlk. investigados nesse estudo, incluindo dados de
coleta, nimero de acesso e didmetro do caule.

Individuos Data de Coletor; Herbario  Xiloteca Menor Maior Local de coleta
coleta ndmero do diametro  diametro
coletor

Parque Nacional

Individuo  11/08/2010 G. V. Somner; RBR RBw 5mm 20mm da Serra dos
1 (IND1) 1529 (59316)  (9210) Orgaos,
Teresopolis, Rio
de Janeiro,
Brasil.
Individuo  17/12/2021 N. F. Marques; RBR Rw lmm 20mm Parque Natural
2 (IND2) G.V. Somner; (59225) (244873) Municipal do
26 Curio,
Paracambi, Rio
de Janeiro,
Brasil.
Individuo  16/11/2022 N. F. Marques; RBR Rw 20mm 52mm Parque Natural
3 (IND3) G.V.Somner;  (57956) (244874); Municipal do
27 Rw Curid,
(244872) Paracambi, Rio
de Janeiro,
Brasil.

2.4 Procedimentos anatémicos para microscopia de luz

As amostras dos caules foram inicialmente seccionadas manualmente com lamina
cortante para detectar os principais estagios de desenvolvimento e serviu também como técnica
para produzir algumas imagens do trabalho. Posteriormente, as amostras de menor didmetro
foram desidratadas em série etilica (70%— 100%), incluidas em historesina (Historesin® —
Leica), seccionadas em microtomo rotativo (Leica RM 2245) utilizando-se navalhas de vidro
(Leica), com espessura variando entre 3 e 5 um. A coloragéo foi realizada com 0,05% azul de
toluidina (O'Brien and McCully, 1981). Por¢bes maiores de caule foram amolecidas em agua
fervente com glicerina e posteriormente embebidos em solugdes mais concentradas de
polietilenoglicol 1500 (10%- 100%) (Rupp, 1964). Essas amostras foram seccionadas em
espessura variavel (c. 16-25 pm) em microtomo de deslize (Leica SM2000R), seguindo
métodos descritos por Barbosa et al. (2010). Os cortes foram corados em Azul Astra 1% e
Safranina 1% e montados em Entellan para confeccdo de laminas permanentes. As fotografias
foram realizadas utilizando um Microscopio Leica DM750 acoplado a cdmera Leica ICC50 HD
e software LAS EZ verséo 3.0.0.
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2.5 Coleta de dados moleculares: a filogenia de Serjania

Para identificar a posicdo filogenética de S. piscatoria, foi utilizada a filogenia publicada
por Steinmann et al., (2022), cujo alinhamento foi disponibilizado em banco de dados publico
(https://doi.org/10.5281/zen0d0.5593388). Em sintese, a filogenia incluiu 60 espécies da tribo

Paullinieae (utilizando dados de duas regides: ITS (nuclear) e trnL intron (cloroplastidial). O
grupo interno consistiu em 49 espécies de Serjania, incluindo S. piscatoria, € 0 grupo externo
foi composto por 11 espécies de outros géneros da tribo. Aparentemente, a arvore apresentada
nesse estudo ndo foi enraizada. Para esta abordagem filogenética, foram geradas as primeiras
sequéncias de DNA de S. psicatoria (Figuras Suplementares 1 e 2 ), para 0s mesmos marcadores
utilizados por Steinmann et al., (2022) (i.e, ITS e trnL). As sequéncias serdo depositadas no
repositorio de dados do Genbank, e o novo alinhamento completo sera disponibilizado no
repositorio Zenodo.

2.6 Extracéo, amplificacdo e sequenciamento de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de fragmentos foliares com tamanho
aproximado de 0.5 a 1.5 cm?, conservados em silica-gel com sensor de umidade. O DNA
genbmico total foi extraido seguindo o protocolo do fabricante “DNeasy Plant Pro Kit” da
empresa QIAGEN. As regides ITS e trnL foram escolhidas para replicar a abordagem utilizada
na filogenia de Serjania (Steinmann et al., 2022). A quantificacdo do DNA foi realizada através
de gel de agarose a 1% e a visualizagdo foi feita com auxilio do UVP MultiDoc-ItTM M-16.
Para a amplificagdo foram utilizados os primers ITS4 e ITS5 para a regido ITS White et al.
(1990), e o trnL intron foi amplificado com os primers trnl-c e trnl-d de Taberlet et al. (1991).
Para a solug¢ao de PCR foi adicionado (por amostra) 3.9 uL de dgua MilliQ, 2 pL de Buffer 5x
(Promega), 1 pL de MgCl> (25mM), 0.4 pL. de mix de dntp (10mM), 1 pL de cada primer
(10nM), 3 puL do DNA total e 0.2 uL. de taq polimerase (Applied Biosystem). Apds a
amplificacdo das regides alvo, o produto da reacdo de PCR foi purificado com o kit de
purificacdo "Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System" (Promega). As amostras foram
novamente quantificadas através do gel de agarose a 1% e os produtos purificados de alta
qualidade foram submetidos ao sequenciamento Sanger, executado pelo sequenciador

automatico “ABI 3730x1 System” pela empresa Macrogen.
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Todas as sequéncias obtidas passaram por andlise de qualidade, feita com auxilio dos
pacotes phred, phrap/cross_match/swat e consed/Autofinish (Ewing et al., 1998; Gordon et al.,
1998) utilizado valores de qualidade iguais ou superiores a 20 (recomendacdo sugerida para
analises filogenéticas). Apds a obtencdo dos contigs de alta qualidade, as sequéncias de

consenso foram exportadas e checadas pelo BLAST (Altschul et al., 1990).

2.7 Alinhamento e analise filogenética

As sequéncias de S. piscatoria foram tratadas usando Geneious v.8.0.5 (Bio-matters
Ltd., Auckland, Nova Zelandia) e alinhada com as sequéncias selecionadas do trabalho de
Steinmann et al. (2022). Para cada regido, as sequéncias foram alinhadas usando o MUSCLE
com 0s parametros padrao executados em Geneious v.8.0.5. As sequéncias alinhadas tanto para
regido ITS quanto para o trnL foram concatenadas usando Geneious e visualizadas usando
AliView v.1.28 (Larsson, 2014). O alinhamento concatenado final foi utilizado para inferéncia
filogenética de maxima verossimilhanca (ML) e para inferéncia bayesiana (Bl). O esquema de
particionamento mais adequado foi obtido através do recurso do 1Q-TREE no portal CIPRES
Science Gateway (Miller et al., 2010) e aplicados para inferéncias das arvores de ML e BI. Para
analise de ML, utilizamos o software 1Q-TREE v.2.1.2 e bootstrap com 1000 réplicas.

Para a andlise particionada de inferéncia bayesiana, usamos um conjunto modificado de
modelos de substituicdes (baseados no ModelFinder Result) que pode ser acomodado por
MrBayes v.3.2.7. A cadeia de Markov de Monte Carlo foi realizada com duas execugdes em
cada uma das quatro cadeias, por 10 milhdes de geracdes com 25% (ou 2,5 milhdes) de burn-
in de arvores amostradas a cada 1000 gera¢des. Consideramos a convergéncia das cadeias de
Markovianas usando a probabilidade log posterior e se o tamanho efetivo da amostra foi >200
conforme analisado pelo Tracer v.1.7.2 (Rambaut et al., 2014). Combinamos a probabilidade
posterior de arvores usando o editor de texto BBEdit v.14.6.3 (Bare Bones Software;
http://www.barebones.com/). Em seguida, usamos o TreeAnnotator v.1.10.4 (pacote BEAST
v.1.10; Suchard et al., 2018) para gerar a arvore de maxima credibilidade (MCC) usando as
possibilidades de arvores das execugdes combinadas de MrBayes (excluindo 2,5 M de arvores
a cada execucdo), com alturas medianas dos nds. O tamanho da populacéo especifica da arvore

e do né resultante foi visualizado no FigTree v.1.4.4.
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2.8 Codificacdo de caracteres e andlise de estados de caracteres ancestrais

Para compreender a evolucdo da anatomia vascular em S. piscatoria, primeiro
determinamos os tipos de variantes existentes com base em estudos de desenvolvimento. Para
reconstruir a evolucdo das ontogenias do caule, codificamos cada padréo anatdmico encontrado
nas espécies de Serjania e nas espécies do grupo externo como um estado de carater distinto.
Os estados ancestrais foram estimados e visualizados usando mapeamento de caracteres
estocasticos com a funcdo make.simmap (Revell, 2013), sob 0 modelo de melhor ajuste de
evolugdo (ER) determinado pelo critério de informacéo de Akaike na funcéo fitDiscrete do
pacote R Geiger (Pennell et al.,2014). Mil simulac6es foram realizadas ao longo da arvore de
méaxima verossimilhanca, e os resultados foram resumidos com a funcéo plot_simmap escrita
pelo Dr. Michael May (Universidade da Califérnia, Berkeley, EUA). Todas as analises foram
realizadas em R (R Core Team, 2022) utilizando um script adaptado de Cunha Neto et al.,

(2023), o qual esta disponivel no Zenodo (https://zenodo.org/records/775404).

3. RESULTADOS

Considerando o desenvolvimento caulinar, desde a sua origem no apice caulinar até
caules com crescimento secundario, dois caminhos ontogenéticos podem ser descritos para a
formagdo do sistema vascular caulinar em S. piscatoria. Essa dicotomia esta associada com a
presenca ou auséncia de um feixe isolado em estéagios iniciais de desenvolvimento, o qual pode
ou ndo dar origem a uma unidade vascular com crescimento secundario em caules adultos,
como sera discutido posteriormente (Fig. 1A-E, 2A-E). Ap6s o estabelecimento ou nao do feixe
isolado, podemos notar o desenvolvimento de outros padrdes anatdmicos que resultam em
morfologias distintas. Sendo assim, todos os individuos de S. piscatoria podem apresentar um
ou mais dos quatro processos ontogenéticos: (1) formacdo da unidade vascular derivada do
feixe isolado; (2) formacéo de cunhas de floema; (3) compartimentalizacéo do sistema vascular
e (4) presenca de neoformacdes através da formacao de novos cambios. Abaixo descrevemos
em detalhe cada um desses processos e como eles contribuem individualmente ou em conjunto
para o processo de desenvolvimento do sistema vascular em caules de diferentes espécimes de

S. piscatoria.
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3.1 Transicao do crescimento primdrio para o secundario
Na transicéo do crescimento primario para o secundario (ca. 5 mm de diametro), o caule
possui conformacdo circular ou pode ser levemente lobado, sendo composto por epiderme e

periciclo parenquimatico (Fig.1A-E).
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Figura 1- Secc@es transversais dos caules em transigdo do crescimento primario para o secundario de Serjania
piscatoria (IND1). (A) Pequenas “ondula¢Bes” no cambio (pontas de setas vermelhas) devido & atividade
diferencial na producdo de xilema e floema. (B) Estabelecimento do cambio interfascicular (setas amarelas). (C)
Cambio fascicular e formacdo de arcos de floema (elipses pontilhadas). (D) Crescimento secundério inicial com
formacdo de cunhas de floema (setas pretas) em regiGes do cdmbio interfascicular. Observe a presenca de
protoxilema (pontas de setas amarelas). (E) Detalhe do cdmbio continuo na regido das cunhas. Ep= epiderme; pe
= periciclo; fc= cambio fascicular; ifc= cAmbio interfascicular; pxy= xilema primério; vc= cdmbio vascular, sxy=
xilema secundario, sph = floema secundario.

O sistema vascular é caracterizado por um eustelo tipico com feixes vasculares
colaterais delimitando a medula parenquimatica (Fig.1A-E). O cdmbio vascular € formado da

maneira tipica, a partir do cambio interfascicular oriundo do parénquima localizado entre os
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feixes (Fig. 1B) e do cAmbio fascicular proveniente do procdmbio (Fig. 1C). Nestas regibes, ha
uma maior formacao de floema secundario em relacdo ao xilema secundario dando origem aos
arcos de floema (Fig. 1C). Devido a continuidade da atividade diferencial do cambio, esses
arcos de floema progridem para cunhas de floema que séo regides com maior desigualdade na
relacdo de floema e xilema secundério (Fig. 1D-E). Nesse estagio de desenvolvimento, 0s arcos
e cunhas de floema sdo formados principalmente a partir do cdmbio interfascicular, mas o

cambio permanece continuo em toda a circunferéncia do caule (Fig. 1D-E).

3.2 O caule jovem e a formacao do feixe vascular isolado

Em alguns individuos (ca. 1-2 mm de didmetro), um ou dois feixes vasculares se
encontram isolados dos demais feixes do eustelo (Fig. 2A-D). Esses feixes isolados sdo
compostos por xilema e floema primarios com a polaridade usual, i.e., xilema centripeto e
floema centrifugo (Fig. 2B-D). Nos feixes isolados, observa-se células de proto e metaxilema
se diferenciando e as fibras periciclicas estdo na porcdo mais periférica do floema primario (Fig.
2B-E; 3A-F). Os tecidos do feixe isolado sdo facilmente distinguidos do floema dos demais
feixes do eustelo devido a presenca de idioblastos no floema primério do cilindro central (Fig.
2D, Fig. 3A-B). Em alguns casos, concomitante com a atividade cambial no cilindro central
(Fig. 2B-E, Fig. 3A-B), o feixe pode permanecer isolado ao longo de alguns entrends e um
cambio pode se desenvolver a partir do procambio do feixe (Fig. 2B-D, Fig. 3B). J& em outros
casos, este feixe vascular isolado de um entren6 acima (Fig. 2D), se funde ao cilindro vascular
central ap6s a passagem pelo n6 (Fig. 2E).
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Figura 2- Caule jovem de Serjania piscatoria com a presenca (ou nao) do feixe vascular isolado (IND2). (A) Caule
com dois entren6s desenvolvidos. Do lado esquerdo, individuo com 1 mm de didmetro (B-C) e do lado direito (D-E),
com 2 mm de didmetro. (B) Caule com feixes vasculares colaterais (setas amarelas) formando o cilindro central e
presenca de arcos de floema (elipse pontilhada amarela). Observe um feixe vascular (vb) isolado do eustelo. (C) Caule
com dois feixes vasculares isolados do eustelo e a presenca de um arco de floema (elipse pontilhada amarela). (D)
Caule com um feixe vascular isolado (vb) e dois arcos de floema (elipses pontilhadas amarelas). Note a presenca de
idioblastos no floema primario (asteriscos amarelos) do cilindro central. (E) Feixe vascular fundido no cilindro central
e quatro arcos de floema (pontas de setas amarelas). Note o detalhe do feixe fundido. Pe= periciclo; vb=feixe vascular;
pxy= xilema primario; pc= procdmbio; pph= floema primario; pi= medula.
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Figura 3- Seces transversais (A-C) e longitudinais (D-E) do caule em transi¢do do crescimento primario para o
secundario com feixes vasculares isolados (IND2). (A) Presenca de dois feixes vasculares isolados e dois arcos de
floema (pontas de setas amarelas). (B) Se¢do transversal mostrando o floema primério entre os feixes do eustelo e o
feixe isolado. Note a presenca de elementos de tubo crivado com células companheiras (pontas de setas vermelhas) e
idioblastos (pontas de setas amarelas). (C) Atividade inicial do cAmbio vascular (setas amarelas) formado a partir dos
feixes do eustelo. (D) ProcAmbio dos feixes do eustelo (lado esquerdo) e do feixe isolado (lado direito). (E) Elemento
de tubo crivado e placas crivadas (pontas de setas vermelhas) no floema primario do feixe vascular do eustelo. (E)
Elemento de vaso com espessamento helicoidal. Ep= epiderme; pe= periciclo; vb= feixe vascular isolado; pxy= xilema
primario; pc= procadmbio; pph= floema primario; pi= medula.
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3.3 O crescimento secundario no cilindro central e no feixe vascular isolado

Nos caules em crescimento secundario (ca. de 7 mm de didmetro), os espécimes que
possuem o feixe isolado, formam um cilindro vascular tipico a partir dos feixes do eustelo na
regido central, assim como o cAmbio do “feixe isolado” também forma tecidos vasculares
secundarios com a polaridade usual (Fig. 4A-B). Esse cAmbio no “feixe isolado” se desenvolve
de forma concéntrica e determina a formacéo de uma unidade vascular circular, que a partir de
agora sera denominado apenas de “unidade vascular” (Fig. 4A). E possivel notar o polo de
protoxilema e fibras no centro da unidade vascular (Fig. 4B), confirmando sua origem derivada
do feixe vascular isolado em caules mais jovens. Essa unidade vascular permanece nos caules

adultos destes espécimes.

100fm

Figura 4- Caule em crescimento secundario com a unidade vascular derivada do feixe vascular isolado (IND2).
(A) Visdo macroscopica do caule mostrando o xilema e floema secundario do cilindro central e a unidade vascular
isolada (“cilindro periférico”). (B) Note a presenc¢a do xilema primario protoxilema e fibras na unidade vascular.
Pxy= xilema primério; sxy= xilema secundario; sph= floema secundario.
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3.4 Atividade cambial diferenciada: a progressdo de cunhas de floema

Com a continuidade do crescimento secundario (a partir de 5mm de didametro), o cdmbio
vascular do cilindro central continua a atividade diferencial nos arcos e cunhas de floema que
surgiram nos estagios iniciais de desenvolvimento gerando cunhas cada vez mais profundas
(Fig. 5A-D). As cunhas de floema apresentam tamanhos distintos ao longo da circunferéncia
do caule (Fig. 5A). Na regido das cunhas ha uma menor producéo de elementos de vasos, sendo
o xilema secundario formado majoritariamente por fibras (Fig. 5A). Neste estagio de
desenvolvimento, o caule continua apresentando um contorno circular, com o cambio continuo

(Fig. 5B) o qual se mantém até mesmo nas regides das cunhas (Fig. 5C-D).
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Figura 5- Caules de Serjania piscatoria em crescimento secundario com formacédo de cunhas de floema (IND1)
(A) Atividade cambial diferenciada formando cunhas de floema (setas amarelas). Note raios vasculares (cabeca
de seta amarela) e menor quantidade de vasos largos na regido das cunhas de floema (retdngulo pontilhado
amarelo). (B) Detalhe do cAmbio vascular com atividade regular na regido da entre cunhas. (C) Detalhe da cunha
de floema menos acentuada (asteriscos amarelos). (D) Detalhe do cambio continuo por toda a cunha de floema
(asteriscos amarelos). Per= periderme; pe = periciclo, vc = cambio vascular, sxy = xilema secundario, sph= floema
secundario; pi= medula.

3.5 Caules com crescimento avangado: disseccdo do sistema vascular e a formacéo de

cambios ectopicos

Em caules desenvolvidos (ca. 20mm de diametro), a atividade cambial entre as cunhas
possui uma maior producéo de tecidos vasculares em comparagao ao cambio vascular na regido
das cunhas de floema (Fig. 6A), o qual permanece continuo com o cadmbio entre as cunhas (Fig.
6B). Esse processo leva a formacdo de cunhas mais profundas, que dissectam o Xxilema
secundario em diversas porcdes (Fig. 6A). Em geral, sdo formadas trés a quatro cunhas de
floema que se estendem até a medula (Fig. 6A), enquanto cunhas menores podem se
desenvolver em outras regides do cambio (Fig. 6A).
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Figura 6- SecOes transversais dos caules de Serjania piscatoria em crescimento secundario avancgado
evidenciando as cunhas de floema, compartimentalizacdo do sistema vascular e formacéo de cambios ectdpicos
(IND1). (A) Cunhas de floema profundas (pw) atingindo a medula (pontas de setas amarelas) segmentado o xilema
secundario, e neoformacdes (cambios ectopicos) no floema secundéario ndo-condutor (elipses pontilhadas brancas).
(B-E) Detalhes da figura A. (B) Cambio vascular da cunha de floema (asteriscos amarelos). (C) Novo cadmbio se
diferenciando paralelamente ao cdmbio principal. (D) Novo cdmbio se diferenciando perpendicularmente,
tendendo a formar uma estrutura circular. (E) Estrutura circular desenvolvida pelo novo cdmbio. Per= periderme;
pw= cunhas de floema; sxy= xilema secundario; sph= Floema secundario; vc = cambio vascular; pi= medula.

Em paralelo a dissec¢do do sistema vascular, ocorre a formagdo de novos cdmbios que
se originam a partir da diferenciacdo de parénquima axial do floema secundério ndo-condutor
(Fig. 6A-E). Esses novos cambios podem se diferenciar paralelamente (Fig. 6C) ou
perpendicularmente (Fig. 6D) ao eixo caulinar. Os novos cambios continuam produzindo
xilema secundario centripetamente e floema secundario centrifugamente, e tendem a

desenvolver estruturas circulares (Fig. 6E).

3.6 A plasticidade e labilidade de processos ontogenéticos determinam a diversidade

anatébmica em caules adultos

Os individuos em crescimento secundario avancado apresentam anatomia complexa,
uma vez que acumulam uma série de modificacBes anatdbmicas resultantes da combinacdo de
dois ou mais dos quatro processos ontogenéticos descritos anteriormente (Fig.7A-D; Fig. 8A-
D; Figuras Suplementares 3 e 4). Em geral, a maioria dos individuos adultos exibem o sistema
vascular compartimentalizado devido a formacéo de cunhas de floema (Fig.7B-D; Fig.8A-D).
Esse processo pode ocorrer também nas neoformacdes derivadas de novos cambios (Fig.7B-D;
Fig.8B-D). A medida que acontece a formacdo repetida e intensificada desses processos,
principalmente neoformacdes e fissuras no xilema secundério, o caule assume configuracdes
anatdmicas bastante distintas gerando padrdes distintos em cada espécime, 0 que caracteriza o

polimorfismo da espécie (Fig. 8C-D).



Figura 7- Macromorfologia de caules adultos de Serjania piscatoria (IND3). (A) Porcéo proxima da base da planta com
a presenca de raizes adventicias. (B-D) As se¢des transversais foram amostradas do caule na figura A, que possui extensao
de 15-20 cm de distancia da base. Note o sistema vascular complexo, devido a multiplo processos ontogenéticos,
incluindo fragmentag&o por cunhas de floema (pontas de setas brancas), e neoformagdes (cambios ectdpicos) (asteriscos).
Sxy= xilema secundario; sph= floema secundario. Didmetro dos caules: B= 4cm; C= 3,8cm; D= 3,8cm.
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Figura 8- Macromorfologia do caule de S. piscatoria préximo a regido basal (IND3). O caule que deu origem as seccdes em
A-D possuia extensdo de ca. 10 cm distante da base. As imagens foram fotografadas a partir de amostras espacadas em
incrementos de ca. 5¢cm. (A) Cunhas de floema compartimentalizando o sistema vascular em trés porc¢Ges (pontas de setas
brancas). (B) Sistema vascular compartimentalizado em vérias porcdes (pontas de setas brancas) e neoformagdes (cambios
ectopicos) (asteriscos pretos). (C-D) Intensificagdo da formacdo das cunhas de floema fragmentando o xilema secundario e
as neoformagdes adicionais (cAmbios ectdpicos). Sxy= xilema secundario; sph= floema secundéario. Didmetro dos caules: A=
2cm; B=2cm; C= 3,7cm; D= 5,2cm.

3.7 A posicéo filogenética de Serjania piscatoria

A érvore filogenética de maxima verossimilhanca (ML) (Fig. 9) e a rvore de consenso
50% da regra majoritaria bayesiana (Fig. 10) sdo congruentes, mas apresentam diferencgas
guanto a posicao de trés espécies (Fig. 9, 10). A filogenia é bem resolvida e com nds internos
com valor de suporte (bootstrap) na arvore de ML variando de 60 a 90, e probabilidade posterior
variando de 0.7 a 1 na arvore bayesiana. Dentro desta filogenia enraizada com Thinouia,
Lophostigma é a primeira linhagem que diversificou, seguida pelo género Urvillea (Fig. 9).
Cardiospermum é polifilético, com algumas espécies formando um clado irméo de Paullinia, e
C. urvilleoides aninhado dentro de Serjania (Fig. 9). Filogeneticamente, Serjania piscatoria €
a linhagem irmé de Serjania goniocarpa Radlk., tendo valores de bootstrap =51 e probabilidade
posterior =0,42. Estas especies estdo inseridas no clado 5, juntamente com outras sete especies,
sendo elas (Fig. 9): S. membranacea Splitg., S. clematidifolia Cambess., S. fuscifolia Radlk., S.

pyramidata Radlk., S. paucidentata Radlk., S. incana Radlk. e S. grandiceps Radlk.
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brachylopha (sect. Physococcus) - MX
triquetra (sect. Syncoccus) - CA/MX
deltoidea (sect. Syncoccus) - SA
rhombea (sect. Syncoccus) - CA/MX/SA
inflata (sect. Physococcus) - SA
paniculata (sect. Serjania) - A/ICA/MX/SA
rzedowskiana 1 (unplaced) - MX
rzedowskiana 2 (unplaced) - MX
unguiculata (sect. Physococcus) - MX
cornigera (sect. Ceratococcus) - CA
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lachnocarpa (Chimborazoa) - SA
cuspidata (sect. Platycoccus) - SA
elongata (unplaced) - SA

L s caracasana (sect. Eucoccus) - AICAMX/SA
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communis 2 (sect. Platycoccus) - SA
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Cardiospermum urvilleoides - SA
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Figura 9- Arvore filogenética de ‘fiaxima verossimilhanca (ML) de Serjania com base em Steinmann et al., (2022) e
inclusdo de S. piscatoria. Os nimeros associados aos nos indicam valores de bootstrap. Os clados sdo numerados
seguindo a classificagdo de Steinmann et al., (2022). As espécies do clado 6 da filogenia de Steinmann et al., (2022)
foram desmembradas nesta analise e estdo indicadas nas cores vermelhas. CA, América Central; MX, México; SA,

Ameérica do Sul; EUA, Estados Unidos; A, Antilhas.



51

. schiedeana 1 {sect. Syncoccus) - CA/MX
schiedeana 3 (sect. Syncoccus) - CA/MX
schiedeana 2 (sect. Syncoccus) - CA/MX

. crucensis (unplaced) - MX

. guerrerensis (Balsas) - MX

. frutescens (unplaced) - MX

. sonorensis 1 (Paullinia) - MX

. sonorensis 2 (Paullinia) - MX

. yucatanensis (unplaced) - MX

. brachylopha (sect. Physococcus) - MX Clade 9

. triquetra (sect. Syncoccus) - CA/IMX

S. deltoidea (sect. Syncoccus) - SA

S. rhombea (sect. Syncoccus) - CAIMX/SA

8. inflata (sect. Physococeus) - SA

S. paniculata (sect. Serjania) - A/CA/MX/SA

8. rzedowskiana 1 (unplaced) - MX

8. rzedowskiana 2 (unplaced) - MX

S. unguiculata (sect. Physococcus) - MX

S. cornigera (sect. Ceratococeus) - CA

5. lethalis 1 (sect. Oococeus) - SA

3. lethalis 2 (sect. Cococcus) - SA

5. ichthyoctona (sect. Oococcus) - SA Clade 8

5. multifiora (sect. Qococcus) - SA

5. perulacea (sect. Oococcus) - SA

5. emarginata 1 (sect. Physococcus) - MX

S. emarginata 2 (sect. Physococcus) - MX

8. emarginata 3 (sect. Physococcus) - MX
1 S. sp. 1 (unplaced) - MX
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. ¢f. racemosa (unplaced) - MX

. dissecta (Cardiospermum) - MX/US
. pygmaea (Cardiospermum) - MX Clade 7
. tortuosa 1 (Cardiosparmum) - MX

. tortuosa 2 (Cardiosparmum) - MX

. tortuosa 3 (Cardiosparmum) - MX

. tortuosa 4 (Cardiosparmum) - MX

. tortuosa 5 (Cardiospermumj) - MX

- tortuosa 6 (Cardiospermum) - MX

. pyramidata 1 {sect. Eucoccus) - SA

. pyramidata 2 (sect. Eucoccus) - SA

. paucidentata {sect. Oococcus) - CA/MXISA

. fuscifolia 1 (sect. Simococcus) - SA

. fuscifolia 2 (sect. Simococcus) - SA

- clematidifolia (sect. Simococcus) - SA

. membranacea 1 (sect. Holcococcus) - CA/SA
. membranacea 2 (sect. Holcococous) - CA/SA

Clade 5

—— S. goniocarpa (sect. Syncaccus)
0B 1042 S. piscatoria (sect. Pachycoccus ) - SA
— S. incana (Houssayanthus) - SA
1o S. grandiceps (sect. Pachycoceus) - SA
. mexicana 1 (sect. Phacococcus) - A/ICAMX/SA
. mexicana 2 (sect. Phacococcus) - A/ICAMX/SA
. mexicana 3 (sect. Phacococcus) - A/CAMX/SA
mexicana 4 (sect. Phacococcus) - A/ICA/MX/SA
. rosalindae (unplaced) - MX Clade 4
- biternata (Houssayanthus) - MX
. marginata 1 (sect. Pachycoccus) - SA
. marginata 2 (sect. Pachycoccus) - SA
. lachnocarpa (Chimborazoa) - SA
. cuspidata (sect. Platycoccus) - SA
. elongata {unplaced) - SA
. caracasana (sect. Eucoccus) - A/JCAMX/SA
| (sect. Eurycoccus) - SA
. cristobaliae (Cardiospermum}) - SA
eucardia (sect. Eurycocous) - SA Clade 3
. erythrocaulis {sect. Eurycoccus) - SA
. cardiospermoides 1 (sect. Platycoccus) - CAIMX
cardiospermoides 2 (sect. Platycoccus) - CA/MX
. ampelopsis (sect. Platycoccus) - SA Clade 1
. communis 1 (sect. Platycoccus) - SA
. communis 2 (sect. Platycoccus) - SA
Cardiospermum urvilleoides - SA
Paullinia olivacea - SA
Paullinia clathrata - SA
Paullinia pinnata - A/CA/MX/SA
0.08 Paullinia hystrix - SA
:1 Cardiospermum grandiflorum - A/ICA/IMX/SA

Cardiospermum coriundum - A/CA/MX/SA/US
e Urvillea cuchujaquensis - MX
4 L Urillea uimacea - NCAMX/SALS
Lophostigma plumosum - SA
Thinouia mucronata - SA

o7

Clade 2

Figura 10- Arvore de consenso 50% da regra majoritaria bayesiana de Serjania com a incluséo de S. piscatoria. As
espécies marcadas em vermelho estdo em posicdes diferentes em relagdo a arvore de ML (Fig. 9). Os nimeros
associados aos nds indicam os valores de probabilidade posterior. Os clados sdo numerados seguindo a classificagéo de
Steinmann et al., (2022).
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A reconstrucdo de estado ancestral de caracteres indicou que o Ultimo ancestral comum

de Paullinieae possuia provavelmente caule tipico (Fig. 11). O ancestral comum de Serjania foi

reconstruido como tendo caule tipico, do qual evoluiu o caule composto ao menos duas vezes,

no clado 1 e na linhagem derivada do ancestral comum dos clados 2, 4, 5, 7 e 9 (Fig. 11).
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Cardiospermum coriundum
Urvillea cuchujaquensis
Urvillea ulmacea
Lophostigma plumosum
Thinouia mucronata

Figura 11- Evolucédo de caracteres ancestrais do caule ao longo dos ramos da arvore de méaxima verossimilhanca de
Serjania. Note que o ancestral de Serjania foi reconstruido com maior probabilidade de ter caule simples. Dentro de
Serjania, toda as variantes vasculares evoluiram somente uma vez nesta andlise, incluindo o caule fissurado em S.

piscatoria.
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Nesta anélise, Serjania piscatoria foi codificada como tendo caule fissurado, que € o
padrdo mais caracteristico da espécie. Este padrdo evoluiu somente nesta linhagem a partir de
um ancestral com caule composto, que é o padrdo encontrado em todas as outras espécies do
clado 5, e na maioria das outras espécies de Serjania incluidas nesse estudo (Fig. 11). De
maneira similar, outros quatro padrdes surgiram de forma independente somente uma vez nesta
filogenia sendo eles: cunhas de floema, observado em S. mexicana (clado 4), caule divido,
observado em S. erythrocaulis (clado 3), caule lobado, observado em Paullinia clathrata, e
cambios ectopicos, observado em Thinouia mucronata (Fig. 11). Além disso, houve reversédo

do tipo composto para o caule tipico multiplas vezes dentro de Serjania, nos clados 4, 5, 7, e 9.

4. DISCUSSAO
4.1 Serjania piscatoria: um caso de desenvolvimento Iabil, polimorfico e complexo

A ontogenia do caule de S. piscatoria compreende quatro processos ontogenéticos que geram
uma arquitetura vascular do caule que se diferencia do padréo tipico das plantas com sementes.
O primeiro processo envolve o surgimento de feixes vasculares isolados gerando uma unidade
vascular com crescimento secundario que permanece isolada no caule mais desenvolvido. O
segundo processo, que pode ocorrer de forma concomitante ao primeiro, representa a formagéo
de cunhas de floema, as quais apresentam conformacdo e profundidade variada. O terceiro
processo envolve a compartimentalizacdo do sistema vascular através de cunhas de floema
muito profundas, que fragmenta o sistema vascular do cilindro central em porgoes
independentes, caracterizando um caule fissurado. Finalmente, o quarto processo envolve a
formacéo de novos cambios, que adiciona tecidos vasculares ao caule através de neoformacdes
derivadas do floema secundario com arranjo variado. Esses quatros processos ontogenéticos
podem ser distribuidos nas trés diferentes categorias de “variantes vasculares” (Cunha Neto
2023). O primeiro processo ontogenético pode ser caracterizado como variante procambial, o
segundo e terceiro como variantes cambiais e 0 quarto € um caso de cambios ectopicos. Essa
enorme diversidade de processos ontogenéticos demonstra uma extrema labilidade dos
meristemas vasculares em S. piscatoria, que apresenta multiplas variantes vasculares em um
mesmo caule gerando padrées morfo-anatomicos distintos. Além disso, esses diferentes
padrdes nem sempre estdo presentes em todos os individuos da mesma populacdo, o que

determina um caso de polimorfismo. A seguir, discutimos cada um desses processos
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ontogenéticos em detalhe e suas implicagdes para a diversidade e evolucéo do sistema vascular
em lianas de Sapindaceae.

4.2 O feixe isolado: o caminho para “caules compostos alternativos”

Uma das modifica¢fes do caule de S. piscatoria é a presenca alternativa de um feixe
vascular isolado em estagios iniciais de desenvolvimento, que pode se perpetuar de forma
isolada no caule adulto formando uma unidade vascular com crescimento secundéario. Esse
fendmeno que ja havia sido relatado por Schenck (1893) para S. piscatoria, também é
mencionado para a espécie Serjania subdentata, a qual é caracterizada como tendo caule
composto (Johnson and Truscott, 1956). Nesse estudo, os autores demonstraram que um ou
mais feixes podem permanecer separados do eustelo, e podem se fundir ao cilindro central
permanentemente ou temporariamente apos a passagem por alguns nos do caule. Tanto em S.
piscatoria como em S. subdentata se um desses feixes permanece isolado, um cambio é
formado e produz consideravel quantidade de tecidos vasculares, originando uma unidade
vascular circular (isolada) com abundante xilema e floema secundario. Este mesmo padrdo de
feixe isolado dando origem a uma unidade vascular com crescimento secundario é descrito para
Paullinia pinnata (Van der Walt, 1973), outra espécie tradicionalmente descrita com caule
composto. Nessas espécies com caule composto, as unidades vasculares isoladas no corpo
secundario (derivadas dos feixes isolados) formam os chamados cilindros vasculares periféricos
(Cunha Neto, 2023). Dado que o desenvolvimento entre essas diferentes espécies decorre do
mesmo processo ontogenético, o caule de S. piscatoria também pode ser classificado como
tendo caule composto, que nesse caso, pode ser dito facultativo, visto que esta estrutura nem
sempre estd presente. Curiosamente, a formacdo de caule composto derivado de um feixe
isolado Unico tem sido sempre associada com o género Paullinia (com base em P. pinnata; Van
der Walt, 1973; Chery et al., 2020; Cunha Neto, 2023), entretanto os estudos com S. subdentata

e S. piscatoria revelam que esse fenbmeno também esta presente em Serjania.

4.3 Cunhas de floema: o caminho para caules fissurados

A formacéo de arcos de floema que progridem para cunhas de floema e invaginagoes
profundas que terminam por compartimentalizar o sistema vascular é outro fendmeno chave no
desenvolvimento caulinar de S. piscatoria. N&o mais nos surpreende que Schenck (1893) ja
havia feito observacgdes nesse sentido. O que ndo estava claro até recentemente é o fato de que

cunhas de floema podem ser tanto o estagio final de desenvolvimento, como uma etapa
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intermediaria para padrdes anatdmicos mais complexos. No primeiro caso, os caules adultos
apresentam somente “cunhas de floema”, padrdo que recebe o mesmo nome do processo
ontogenético, como observado em algumas Paullinieae (e.g., U. stipularis; Cunha Neto et al.,
2023), e em outras familias (e.g., Bignoniaceae; Pace et al., 2009). No segundo caso, tem sido
demonstrado que durante a evolugdo o caule fissurado derivou de linhagens contendo cunhas
de floema, o que corrobora este padrdo como um passo intermediario na formacéao de padrdes
mais complexos. Este cenario ja foi relatado tanto para Paullinieae (e.g., Urvillea; Cunha Neto
et al., 2023) como para outras familias (e.g., Malpighiaceae; Quintanar-Castillo and Pace 2022).
Em S. piscatoria, ao contrario de Malpighiaceae (Cabanillas et al., 2017; Quintanar-Castillo
and Pace, 2022), ndo foi observado o processo de proliferacdo de parénquima contribuindo para

disseccdo do xilema secundario.

4.4 Cambios ectopicos: um outro caminho para a diversidade estrutural

Assim como em outras Paullinieae, S. piscatoria também apresenta cambios ectopicos
(Tamaio and Angyalossy, 2009; Tamaio and Somner, 2010; Cunha Neto et al., 2018, 2023;
Rajput et al., 2021, Rizzieri et al., 2021). Cambios ectdpicos é a categoria de variantes
vasculares definida pela presenca de cambios de novo formados em posicdo atipica, e em adicédo
ao cambio tipico formado a partir do eustelo (Cunha Neto, 2023). Nesse sentido, tanto os
cilindros periféricos em caules cordados, como cdmbios sucessivos e neoformagdes sdo
considerados tipos de cambios ectdpicos (Cunha Neto and Onyenedum, 2023). No caule de S.
piscatoria, a formacdo de novos cambios gera unidades circulares, as quais sdo formadas a
partir do floema secundario ndo condutor e € irregularmente distribuida ao longo da
circunferéncia do caule. Esse padrdo é o tipico caso de neoformacdes — novos cambios
formados de maneira irregular (Cunha Neto and Onyenedum, 2023) — semelhante ao descrito
para caules (Tamaio and Angyalossy, 2009; Cunha Neto et al., 2018; Rizzieri et al., 2021) e
raizes (Bastos et al., 2016) de outras espécies de Paullinieae. Tanto em S. piscatoria como nas
demais espécies, neoformacdes sdo produzidas apos o estabelecimento de outras variantes
vasculares, incluindo cambios sucessivos (Cunha Neto et al., 2018), caule dividido (Rizzieri et
al., 2021) e caule composto (Tamaio and Angyalossy, 2009). Esses novos cambios podem se
desenvolver paralelamente ou perpendicularmente ao cdmbio regular (Bastos et al., 2016;
Cunha Neto et al., 2018), o que também foi observado em S. piscatoria. Quanto ao local de
origem, essas neoformacdes sdo sempre oriundas de parénquima floematico em Paullineae, mas

podem ser originados do cortex em lianas de outras familias (e.g. Rubiaceae, Leal et al., 2020).
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Curiosamente, neoformacgdes (=cadmbios ectdpicos) também podem ser notadas no
primeiro féssil de Sapindaceae, i.e., Ampelorhiza heteroxylon gen. et sp. nov. (Jud et al., 2021).
Neste fossil, o hipotético "cilindro periférico” pode representar tanto uma estrutura derivada do
sistema vascular primario, como neoformaces (originadas de um novo cambio). Além disso,
com base nos conhecimentos atuais, podemos afirmar que a unidade vascular menor desse fossil
€ muito provavelmente uma neoformacdo. Estas observacGes tém importante implicacGes
evolutivas, ja que indica que a capacidade de formacao de caAmbios ectopicos ja estava presente

em especies de Paullinieae desde o Mioceno.

4.5 Serjania piscatoria na filogenia do género: novas evidéncias e perguntas sobre a

diversificagcdo do grupo

De maneira geral, a topologia da filogenia de Steinmann et al. (2022) esta de acordo
com as demais filogenias incluindo Paullinieae (Chery et al., 2020, Medeiros et al., 2020; Cunha
Neto et al., 2023). Esses trés estudos enfocam respectivamente nos géneros Paullinia, Thinouia
e Urvillea, e utilizam representantes dos outros cinco géneros de Paullinieae como grupo
externo. Uma diferenca na arvore de Steinmann et al. (2022) em relacao aos referidos estudos
é a relacdo dos grupos externos. Aparentemente, a arvore de Steinmann et al. (2022) néo foi
enraizada com Thinouia que tem sido apontado como a linhagem irm& dos demais géneros de
Paullinieae em outras andalises (Acevedo- Rodriguez et al., 2017; Medeiros et al., 2020; Chery
et al., 2020; Cunha Neto et al., 2023). No presente estudo, a arvore foi enraizada com Thinouia,
0 que alterou a posicdo dos géneros Lophostigma e Urvillea em relacdo a arvore original
apresentada por Steinmann et al., (2022) e além disso, houve a dissolugdo do clado 6 de
Steinmann et al. (2022), onde as duas espécies desse clado se agruparam nos clados 4 (S.
lachnocarpa) e clado 8 (S. perulacea). As relacdes filogenéticas dos grupos externos sao
congruentes com a recente filogenia apresentada para Urvillea, que também inclui todos os
géneros de Paullinieae, e foi enraizada com a espécie Allophyllus psilospermus, representante
da tribo Thouiniaeae (Cunha Neto et al., 2023). O polifiletismo de Cardiospermum também ja
foi indicado em trabalhos anteriores (Acevedo- Rodriguez et al., 2017; Medina et al., 2021).

Serjania piscatoria se agrupou com Serjania goniocarpa dentro do clado 5. O suporte
desta relagéo foi baixo (= 51 bootstrap), o que ndo difere muito de valores encontrados para
espécies dentro dessa mesma filogenia. O baixo valor de suporte nestas analises pode ser
explicado pela pequena amostragem (49 espécies) em relacdo ao tamanho do género que

contém cerca de 270 espécies (World Flora Online, 2023). E importante destacar que S.
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piscatoria e S. goniocarpa ndo apresentam caracteristicas morfolégicas Unicas (Tabela
Suplementar 2) que justifiquem o seu agrupamento. O mesmo acontece em relagdo as demais
espeécies do clado 5. Além disso, Serjania piscatoria e S. goniocarpa apresentam distribuicédo
disjunta, sendo a primeira restrita a Floresta Atlantica no sudeste do Brasil, e a segunda
ocorrendo na América Central (Belize, Guatemala, Honduras e México; Gbhif.org). Essas duas
linhas de evidéncias (i.e., morfologia e biogeografia) apontam para uma maior necessidade de
estudos moleculares para ampliar a resolucdo da filogenia de Serjania, permitindo assim

estudos mais robustos sobre a sistematica do grupo.

4.6 As primeiras evidéncias sobre a evolucéo de variantes vasculares no género Serjania

Como mencionado anteriormente, S. piscatoria se destaca por ter um desenvolvimento
caulinar altamente l&bil e polimdrfico. Estudos sobre a evolugdo do desenvolvimento de
variantes vasculares usualmente codificam esse carater como sendo binério, caracterizando as
espécies pela presenca ou auséncia dos padrdes estudados (Chery et al., 2020; Cunha Neto et
al., 2023). A fim de ter uma analise semelhante, codificamos a ontogenia de S. piscatoria como
tendo caule fissurado na reconstrucdo de estados ancestrais. Optou-se por esta classificacdo
pelo fato de que este padrdo é derivado de modificagdes ontogenéticas que ja se iniciam no
inicio do crescimento secundario, e porque esta presente na maioria dos espécimes estudados.
Todos os outros padrdes anatdbmicos determinados para S. piscatoria sdo observados somente
em algumas fases do desenvolvimento caulinar ou somente em alguns espécimes. Em outras
palavras, o caule fissurado é o padrdo mais comum em S. piscatoria.

A reconstrucdo de estados de caracteres indicou o caule tipico como sendo o estado de
carater para o ancestral de Paullinieae, resultado este que corrobora com trabalhos anteriores
(Chery et al., 2020; Cunha Neto et al., 2023). Para S. piscatoria, o resultado indicou que o caule
fissurado evoluiu a partir de um ancestral com caule composto. Biologicamente, este cenario €
inesperado, dado que o caule composto é formado por modificacdes ja no sistema vascular
primario (Tamaio and Angyalossy 2009), sendo, portanto, caracterizado como tendo variagdo
procambial (Cunha Neto, 2023). Neste contexto, a evolugdo do composto para o fissurado
impde inimeras mudancas no desenvolvimento, desde a reversdo para o eustelo tipico até a
emergéncia de um Unico cadmbio com atividade diferencial formando cunhas de floema. Por
outro lado, o surgimento do padrdo “composto facultativo” em S. piscatoria é mais facilmente
explicado diante dos resultados desta analise, visto que todas as demais espécies do clado

apresentam caule composto, o que facilitaria a evolucéo deste fendbmeno. Schenck (1893) havia
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hipotetizado que o padrdo composto teria evoluido do caule tipico, onde o “primeiro tipo” de
composto a evoluir apresentaria trés cilindros vasculares periféricos. Nesse contexto, o autor
aponta S. piscatoria como uma especie interessante na evolucdo do caule composto, ja que esta
apresenta um ntmero indefinido de “cilindros periféricos”, variando de um a trés cilindros. Os
resultados da reconstrucdo de caracteres ndo corroboram a hipotese de S. piscatoria como um
fendtipo intermedidrio entre espécies com caule tipico e espécies com caule composto. Analises
futuras ampliando a amostragem de espécies com os demais padrfes conhecidos para o0 género
(e.g., tipico, dividido, lobado) lancardo luz quanto & posicao filogenética destas espécies chave
e consequentemente sobre o padrdo de evolucdo de variantes vasculares no grupo.

A evolucgdo de cambios ectopicos em S. piscatoria ndo é uma surpresa nem do ponto de
vista do desenvolvimento e nem do ponto de vista evolutivo. Em termos ontogenéticos, sabe-
se gue esse padrdo ocorre em espécies de diferentes géneros de Paullinieae, tanto como variante
vascular unica (e.g., cdmbios sucessivos, Serjania pernambucensis e algumas espécies de
Paullinia; Cunha Neto et al., 2018), ou em combinagdo com outras variantes, como observado
com a emergéncia de neoformacdes em espécies com caule dividido (Rizzieri et al., 2021) e
composto (Tamaio and Angyalossy, 2009). Estudos de evolucéo do desenvolvimento anteriores
demostraram que cambios ectopicos evoluiram somente uma vez em Paullinia (= cAmbios
sucessivos; Chery et al., 2020) e uma vez em Urvillea (Cunha Neto et al., 2023). No caso de
Serjania, é provavel cambios ectdpicos tenham evoluido multiplas vezes, visto que diferentes
padrdes sdo observados para diversas espécies do género, incluindo o tipo cordado (e.g., S.
meridionalis; Borniego and Cabanillas, 2014), cambios sucessivos (e.g., S. pernambucensis;
Cunha Neto et al., 2018) e neoformagdes (e.g., S. caracasana; Tamaio and Angyalossy 2009).
Entretanto, varias dessas espécies ainda ndo estdo representadas na filogenia, o que inviabiliza

uma analise mais acurada do padrdo de evolucdo desse carater.

4.7 A complexidade vascular de S. piscatoria e suas implicacbes para terminologia,

sistematica e evolucao de variantes vasculares

No presente estudo, foi evidenciado que o caule fissurado ndo é o Unico fenbmeno
observado em S. piscatoria, uma vez que ela apresenta outras modificagdes ontogenéticas que
levam a diferentes categorias e padrdes de variantes vasculares. Curiosamente, esta combinagéo
de mais de um padrdo anatdbmico dentro da trajetoria ontogenética de uma espécie ndo é
incomum dentro de Sapindaceae. Por exemplo, S. caracasana (Tamaio and Angyalossy, 2009;

Bastos et al., 2016) ou Serjania corrugata (Rizzieri et al., 2021), apresentam dois tipos de
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variantes vasculares (procambial + cdmbios ectopicos), sendo caracterizados pela presenga de

caule composto + neoformagdes e caule dividido + neoformagdes, respectivamente.

Multiplos padrbes de variantes vasculares em um mesmo caule também sdo encontrados
em representantes de outras familias. Por exemplo, algumas espécies de Nyctaginaceae
apresentam feixes medulares (variante procambial) + uma variacdo cambial (floema
interxilematico) ou feixes medulares (variante procambial) + cdmbios sucessivos (cdmbios
ectdpicos) (Cunha Neto et al., 2021). Outros exemplos incluem a familia Piperaceae que
apresenta tipicamente sistema axial dividido em segmentos (variagdo cambial) + cilindros
vasculares externos derivados de feixes vasculares isolados do sistema vascular (variacdo
procambial) (Cunha Neto, 2023), ou algumas Convolvulaceae que podem ser constituidas por
floema interxilematico (variacdo cambial) + cambios sucessivos (cambios ectdpicos) (Lekhak
et al., 2018; Yang et al., 2020; Kapadane et al., 2019, 2023). A formacdo de mais de uma
variante vascular no mesmo caule ou raiz € uma importante caracteristica representando a
plasticidade nesses grupos, que pode ter em S. piscatoria um dos casos mais extremos. Em
consequéncia, o processo de formacdo dessas anatomias complexas, sé podem ser distinguidas

por meio de estudos ontogenéticos.

Os padrdes anatdmicos de variantes vasculares em Paullinieae tém sido utilizados em
estudos taxondmicos desde Radlkofer (1931). No entanto, a grande diversidade de ontogenias
em espécies dessa tribo pode ocasionar conflitos na utilizacdo desses padrdes em tais estudos,
dado ao grau de complexidade em termos da origem, tempo e local das transformacdes
ontogenéticas. Um exemplo é a presenca de maltiplos cilindros vasculares em caules adultos
do tipo composto, cordado e dividido. Macromorfologicamente, caules com esses padrdes
podem ser semelhantes, mas estudos ontogenéticos indicam diferencas marcantes. No caule
composto e dividido, a formac&o de cilindros vasculares periféricos é derivada de modificaces
na organizacao do eustelo (variante procambial; Tamaio and Angyalossy, 2009; Cunha Neto,
2023), enquanto no caule cordado, os cilindros vasculares periféricos sdo derivados de novos
cambios formados no periciclo parenquimatico (Tamaio and Somner, 2010; Cunha Neto, 2023).
A importancia de estudos ontogenéticos também se mostrou essencial para determinar os
processos ontogenéticos que determinam os padrdes anatdbmicos em S. piscatoria. Além de
possuir diferentes padrbes anatbmicos, a espécie representa um caso extraordinario de
polimorfismo. Em outras palavras, 0s processos que geram esses padrdes podem ocorrer
isoladamente ou em combinacdo num mesmo individuo da espécie, mas ndo em outros

individuos da mesma populacdo. No entanto, o processo de fissuracéo esta presente em diversos
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estagios de desenvolvimento da espécie e na maioria dos espécimes, tornando a terminologia

“caule fissurado” adequada para esta espécie.

Foi demostrado de forma inédita um estudo sobre a evolucdo do desenvolvimento de
variantes vasculares para o género Serjania, com foco na diversidade anatdmica do caule na
espécie S. piscatoria. Aqui, demonstramos as novidades encontradas no desenvolvimento
caulinar de S. piscatoria que apresenta, além do estereotipico “caule fissurado”, trés outros
padrdes de variantes vasculares, que incluem modificacdes distribuidos de procambio a cambio
e cambios ectdpicos. Essas observagdes indicam uma enorme labilidade dos meristemas
vasculares na formacdo do caule de S. piscatoria. A incluséo de S. piscatoria na filogenia de
Serjania pela primeira vez e a reconstrucao dos estados ancestrais de variantes vasculares para
o grupo informam sobre a evolucdo do desenvolvimento para o grupo. Contudo, estudos futuros
serdo necessarios para desvendar com mais clareza os detalhes do tempo e modo de evolucéo
desse fendmeno dentro desta linhagem.



5 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1- Glossario de termos
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Termo

Sinébnimo

Definicéo

Feixe colateral
Feixe isolado
Unidade vascular

Atividade cambial diferencial

Céambio ectdpico

Eustelo

Caule fissurado

Multiplos cambios

Neoformacdes

Arcos de floema

Cunhas de floema

Cambio acessorio; de novo
cambio; cambio
neoformado; neocambio

Cilindro vascular fissurado;
xilema disperso; massa de
xilema fissurado

Tecido vascular
neoformado; cilindro
vascular periférico
neoformado

Xilema sulcado por cunhas
de floema

Feixe vascular com floema primaério voltado para a periferia do 6rgéo e o xilema primario para o centro; um padrdo
de variante procambial;

Feixe vascular isolado do cilindro vascular;

Formacéo da unidade vascular derivada do feixe isolado;

Atividade cambial atipica produzindo tecidos vasculares em taxas incomuns e/ou heterogéneas;

Denota a producéo de um ou mais cdmbios formados em um local incomum; amplamente aplicado para caracterizar
uma categoria de variante vascular que inclui padrdes anatdmicos como de novo cambio;

Um estelo derivado de filamentos procambiais discretos descrevendo um contorno circular em secdo transversal;
Caracterizado pela formacéo de um sistema vascular dissecado devido a diferentes processos anatémicos (por
exemplo, proliferacdo de parénquima); um padrdo de variante cambial;

Padrdes anatémicos derivados de cAmbio ectopico desenvolvem mais de um cdmbio ativo; pode também ser

derivado de variantes procambiais formando multiplos cilindros vasculares;

Novos tecidos vasculares formados a partir de um de novo cadmbio geralmente como unidades circulares; um padréo
de cambios ectopicos;
Pequenas ondulag¢fes no cAmbio que alteram a producdo de xilema e floema;

Padrdes anatdmicos formados pelo aumento da producdo de floema em alguns setores do cdmbio geram cunhas do
floema; um padrdo de variante cambial;
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Procambio Meristema vascular que gera tecidos vasculares primarios; precursor do cambio vascular;
Crescimento secundério A producéo de tecidos vasculares por um meristema vascular secundério lateral (por exemplo: cdmbio);
Cambio tipico Cambio vascular cilindrico; | Cambio vascular bifacial originado do eustelo;

cambio regular
Crescimento tipico O desenvolvimento tipico de plantas com sementes formadas por um eustelo + um cambio Gnico bifacial;

Crescimento secundario tipico | Crescimento regular Um cambio bifacial produz xilema secundario para dentro e floema secundario para fora em taxas homogéneas; este
processo gera um Gnico cilindro vascular;

Cilindro vascular tipico Cilindro vascular central; O cilindro vascular do xilema secundario rodeado por floema secundario derivado de um cambio tipico;
cilindro normal

Céambio variante Cambio atipico Qualquer cdmbio que nédo seja 0 cdmbio tipico derivado do eustelo;

Céambio vascular Meristema lateral formado pelo cambial inicial e seus derivados que se diferencia em xilema secundario e floema
secundario;

Cilindro vascular Cilindro de xilema e floema no eixo derivado do desenvolvimento do procadmbio + cdmbio; esta definicdo difere de

Evert (2006), que restringe o termo ao estelo;

Polimorfismo Formacao de varios padrdes morfoldgicos no caule.
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>Serjania_piscatoria_ITS
TTATGATATGCTTAAACTCAGCGGGTAATCCCGCCTGACCTGGGGTCGCG
GTCGATATGCGAGCGCCTTGTTACGGACACGCTCGAGGTTTCCCGAGAGA
GGAGACGGACGCGCGGCGCGAGCTCGAGGGTTTCTTCGATTTTCCACCAC
CGAACGCCGCGGCATCCGCTGCCTGTGACTCGTATTTGGGCCAACCGCGA
GGAAGTCTCACGGGAAGCCAATGTCCGCCCCCGTCACCCGCCGTGCGGGT
TGGGTTGGGGGGCAACGATGCGTGACACCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCC
TAAAGGCTTGGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGAT
TCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCG
AGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTATGGATATGATAGAAGAAG
GCGTCGCTTCCTGCTCGCGCACCGTTCCCGGGGCGACGCAAGCGCGCTCT
CCCGTTGATATTTCCTTGGCGCGGTCCGCGCCGGGGGTTGGTTGTTAGAC
CGCACGTGAAGGGGCGTGCGCCCCCTCAAGACGGCGGCGGGGAGCCACGA
GGCGAGGCCGGCGTGGAACCGCGAGGTATGAAACGGGTTCGCGGGTCGTT
CTGCTGG

Figura S1- Sequéncia de ITS para Serjania piscatoria.
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>Serjania_piscatoria_trnLF
AAAAAAAAAAGAAAGGGTGCGAGGAATAGTTAGGGGGGCAAATCGGCCTT
TTTTTGGGGATAGGGGGACTTGAACCCTCACGATTTCTAAAGTCGACGGA
TTTTCCTCTTACTATAAATTTCATTGTTGCCGGTATTGATATTGACATGT
AGAACGGGACTCTATCTTTATTCTCGTCCGATTAATCAGTTCTTCAAAAG
AAACGATCTACCAGATTATGGAGTGAATGATTTGATCAATGAATATTCGA
TTCTTTCTTCAATTTGGAAGCGATTCACAACAATTCTTTTGCTTTTTTAT
TAACATAAATAAAAAATACGGATTTTTGTTGTTCTTTTTGAGATACTTTT
TCATTTCATATCCATAATGTATATAGACTTAACCTTCATCCTTTATGAAG
TTTCGCTATTCGATAGAAGGATATTCATTTTACTGTCTTTACAAAAAAAA
GAGAAGTCAACTCCATTTGTTAGAACAGCTTCCATTGAGTCTCTGCACCT
ATCCCTTTTCTCACTTTCTGAACCCCTGTTCTGTTTGTTTTCATAAAACG
GGATTTGGCTCAGGATTGCCCATTTTTTATTCCAGGGTTTCTCTGAATTT
GAAAGTT

Figura S2- Sequéncia de trnlF para Serjania piscatoria.
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Figura S3- Morfologia externa e vista macroscdpica de caules de Serjania piscatoria (IND2). (A) Caule préximo a regiao
basal. (B-E) As se¢des transversais foram amostradas do caule na figura A, que possui extensdo de 15-20 cm de distancia da
base. (B) Sistema vascular compartimentalizado por cunhas de floema profundas (pontas de setas brancas). (C) Presenca da
unidade vascular isolada (vu) derivada do feixe vascular isolado e das neoformacdes (cAmbios ectopicos) (asteriscos). (D)
Caule com crescimento secundario tipico. (E) Cunhas de floema fragmentando o xilema secundario (pontas de setas brancas).
Pw= cunhas de floema; vu= unidade vascular; sxy= xilema secundario; pi= medula; sph= floema secundario. Diametro dos
caules: B=1,4cm; C=2cm; D=1,6cm; E= 2,2cm.



Figura S4- Morfologia externa e vista macroscopica de caules de Serjania piscatoria (IND3). (A) Porcéao intermediaria do
caule, que possui extensdo de 30 cm de distancia da base. (B-F) Sistema vascular compartimentalizado devido a formacédo
de cunhas de floema (pontas de setas brancas). Sxy= xilema secundério; sph= floema secundario. Didmetro dos caules: B=
2,5cm; C=4cm; D= 2,5cm; E= 2,5cm; F= 2,7cm.
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Tabela S2- Caracteristicas das espécies do clado 5. Sec= sec¢do; cil= cilindro; vasc= vascular; perif= periférico; pilosid= pilosidade; gland= glandulares; nervs= nervuras; N= ndo; S=sim.

Espécies Pais Caule Caule/ Caule/ sec. transversal | Indumento/ Estipulas/ Estipula/ | Folhas/tipos Peciolo
/forma superficie caule forma indument
0
1 cil. vasc., ou 1 cil.
S. piscatoria Brasil cilindrico | 5-6 costado vasc. central; e 1-3 glabro Ovado- - ternadas alado
periféricos equidistante, triangulares
fissurado ou ectopico
S. goniocarpa México subtrigono | 6-costado 1 cil. vasc. central pubérulo ovado- -
maior e 3-6 perif. triangulares biternadas sem ala
triangulares dispostos
S. incana Paraguai e subcilindric | 6-costado 1 cilindro vascular tricomas triangulares glabras 5-folioladas nu
Argentina 0 curvos
S. grandiceps 3-costado 1 cil. vasc. central triangulares glabraou | biternadas nu
Bolivia subtrigono ou maior e 6 perif. pubérulo pubérula
trisulcado | pequenos dispostos aos
pares
S. clematidifolia Brasil subcilindric 8-10- 1 cil.vasc. central maior | tomentoso triangulares | tomentosa | biternadas nu
0 costado e 8-10 perif menores
S. fuscifolia obtuso- 3-costado, 1 cil.vasc. central e 8-
Brasil triangular costas 10 cil perif. de mesmo | pubescente triangulares - biternadas nu
proeminent. | tamanho que o central
S. paucidentata Brasil, llha nu,
Trindade e Tobago, | triangular | 5-6-sulcado 1 cil.vasc central pubescente ovadas glabritscu | biternadas | marginado ou
Guiana Francesa, subtrigono maior e 3-5 a glabro la estreito-alado
do México ao sul cil perif. menores
da Bolivia equidistantes
S. pyramidata Brasil, México, 1 cil.vasc.centr. maior
Panama, Colémbia, | subcilindric sulcado arredondado e 8-10 hirtelo, triangulares hirtelas biternadas nu ou
Venezuela, o ou cilindros vasc. perif. | glabrescente submarginado
Guianas, Bolivia cilindrico menores
S. mebranacea Brasil, da 5-6
Guatemala ao sul | subcilindric | anguloso 1 cilindro vascular glabro ou triangulares hirtelas biternadas nu ou
da Coldémbia, 0 pubescente, marginado
Venezuela, raro
Guianas, Equador, tomentoso

Peru
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Espécies Raque Foliolos Foliolos Base/ Apice/ Textura Margem Face Face abaxial | Domécia
terminais/ laterais/ foliolo foliolo adaxial foliolo/indum
forma forma foliolo/indu
m
S. piscatoria Agudo ou Tricomas
- ovados elipticos decorrente Obtuso- subcoriacea Inteira ou glabra glandulares. N&o
acuminado, 1-3 dentes dispersos
mucronado subapicais
S. goniocarpa nua Ovado- ovados ou obtuso ou denteado- | pubérulanas | pubérulanas
romboidais elipticos atenuada acuminado subcoriacea serreado nervuras nervuras N&o
ou elipticos
S.incana alada estreito- ovados ou decorrente obtuso, (2)-6-8 pubérula ou
ovados obovados ou mucronado cartacea dentes pubérula pubescente Sim
arredondada obtusos
S. grandiceps agudo, agudo-
nua largo- ovados decorrente acuminado, cartacea remoto pilosas pilosas apenas N&o
obovados ou aguda mucronado ou denteado- | apenas nas nas nervuras
obtuso serreada nervuras
S. clematidifolia ovados ou decorrente, crenado- pubescente
nua a alada | romboidais elipticos obtusa ou agudo cartacea serreada apenas nas pubescente N&o
cuneada nervuras
S. fuscifolia ovados e aguda, agudo ou denteado- | pubescentes
nua a alada | romboidais elipticos decorrente acuminado cartacea serreada | nas nervuras pubescente N&o
ou obtusa
S. paucidentata elipticos, coriaceos ou inteira ou
marginada oblongos elipticos, atenuada ou acuminado, cartaceos c/la3 glabra glabra N&o
ou alada ou oblongos ou Cuneada obtuso- dentes na
obovados obovados linguliforme porcao
apical
S. pyramidata cuneada ou curto-obtuso- membranacea | denteado-
nua ovados ou elipticos, atenuada, ou | acuminado ou ou cartacea serreada pilosa nas pilosa nas Sim
menos freq. | oblongos ou obtuso- longo- ou nervuras nervuras
elipticos | sublanceolad | arredondada acuminado a repando-
0S cuspidado serreada
S. mebranacea longo- obtuso ou denteado-
nua ou ovados ou ovados ou atenuada, acuminado, membranécea serreada pilosa nas as vezes Nao
marginada oblongos oblongos obtusa a obtuso- repando- nervuras esparsamente
mucronado serreada pilosa




Espécies Bréctea/ Bractea/ N° de Pétala/ Crista apéndice Nectéario Nectéario Ovaério/ Ovaério/
forma indumento sépalas forma Pétala/posterior posterior/ anterior/ forma indumento
forma forma
S. piscatoria ovadas glabridscas 5 Obovado- erosa ovoide Subanelar, obovado, Tricomas
atenuada menores trigono glandulares
S. goniocarpa triangular triangular 5 obovado- emarginado-bifida ou ovoide subanelar, piramidal, vermelho-
atenuadas subinteira menores trigono tomentoso
S. incana triangulares glabras 5 obovada bipartida ovoide elipticos trigono- tricomas
elipsoide glandulares
S. grandiceps | triangulares ferrugineo- - obovada erosa ovoides ovoides, piriforme denso amarelo-
pubérulas menores tomentoso
S. triangulares - 5 espatulada erosa ou bifida orbiculares ovoides, trigono- tomentoso
clematidifolia reduzidos obovoide
S. fuscifolia | triangulares triangulares 5 obovada emarginada ou bifida ovoides ovoides, trigono- pubescente
menores obovoide
S. paucidentata | triangulares papilosa na 5 espatulada erosa ovoide- anelares, clavado e subferrugineo-
margem arredondados menores trigono piloso
S. pyramidata | subuladas hirtelas 5 espatulada obcordado-bifida ovado- subanelares, | obpiramidal -
arredondados menores
S. mebranacea ovado- papilosa na 5 espatulada emarginado-bilobada ovoide anelares - -
triangulares margem
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Espécies Fruto/ Porcéo Crista/ | Ala/fruto/ Fruto/ Constricéo/ Porcéo Endocarpo/ Semente/
forma seminifera fruto pilosidade tamanho abaixo do seminifera pilosidade forma
fruto (comprimento) I6culo
S. piscatoria ovado-cordado glabros sim glabra ca.3,5¢cm Sim inflada Quase escuro- Trigono-
flocoso elipsoide
S. goniocarpa | ovado-cordado incano- sim pubérula 2,5-3cm Sim inflada denso branco- obovado-
subtomentoso lanoso trigona
S. incana Subsemicircular glabros Néo glabra 2,5-2,7x2,8cm Nao achatada glabro desconhecida
S. grandiceps ovado-cordado pubescente Nao pubérula 45x35cm Sim inflada pubescente desconhecida
ou eliptico-
cordado
S. clematidifolia | ovado-cordado pubescentes Nao pubescente | 2-4,5x 2,2-3 cm Sim inflada lanoso subglobosa
S. fuscifolia ovado-cordado pubescentes Sim subglabra | 1,5-3x1-2,5cm Sim inflada pubérulo trigono-
elipsoide
S. paucidentata | cordado-ovado, ferrugineo- Sim pilosa 2,5-3x1,8-2,8 N&o inflada piloso elipsoide
triangular hirsutulosos cm
S. pyramidata | cordado-ovado, pubescentes Néo glabra 2,3-3x2,2cm Sim inflada glabro desconhecida
triangular
S. mebranacea piriforme glabros Sim glabra 2-2,5cm Sim inflada aracnoideo-flocoso transverso-

obovoide
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7. CONCLUSOES

Os meristemas vasculares desenvolvem um papel fundamental na organizacdo dos
Orgdos das plantas. Os tecidos vasculares oriundos desses meristemas possuem um padrdo
organizado na maioria das plantas, mas sdo encontrados com padrBes atipicos em varias
linhagens, principalmente lianescentes. Neste trabalho, foi apresentado um estudo refinado da
evolucdo do desenvolvimento caulinar com énfase na diversidade de variantes vasculares na

espécie Serjania piscatoria. A seguir, sdo abordadas as principais conclusdes obtidas:

1- Estudos detalhados da ontogenia do caule de S. piscatoria revelaram um caso Unico de
polimorfismo e desenvolvimento labil no contexto de variantes vasculares, o que foi
caracterizado respectivamente como a formacdo de diferentes padrfes anatdmicos em
individuos da mesma populagdo, e o desenvolvimento de quatro processos ontogenéticos

originando categorias de variantes vasculares distintas em um Unico caule.

2- A formagdo do caule composto “alternativo” em S. piscatoria é derivado de um feixe
vascular isolado, seguindo o mesmo caminho ontogenético de Paullinia, representando a

primeira descricdo desse fenbmeno em Serjania.

3- Estudos ontogenéticos foram essenciais para determinar esses diferentes processos
ontogenéticos que caracterizam a enorme plasticidade no desenvolvimento caulinar de S.
piscatoria, conferindo, em muitos casos, uma arquitetura anatémica diversa e extremamente

complexa.

4- S. piscatoria foi incluida na filogenia molecular do género, o que permitiu ndo somente
lancar luz sobre a posicao filogenética da espécie pela primeira vez, mas também explorar o

padrdo de evolucdo de variantes vasculares nesta linhagem

5- A reconstrucdo de estados de caracteres indicou que o caule fissurado em S. piscatoria

evoluiu a partir de um ancestral com caule composto.

Nossos resultados ainda mostram a diversidade e distribuicdo de variantes vasculares em
Paullinieae e confirmam que o género Serjania € o mais diverso da tribo, abrangendo todos os
tipos de variantes. Dessa forma, as informacgdes fornecidas neste estudo tém relevancia tanto
para a sistematica quanto para orientar futuras pesquisas relacionadas a evolucdo do

desenvolvimento do sistema vascular caulinar dentro deste carismatico grupo de plantas.



