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Resumo

Allamanda L. € um dos 10 géneros da tribo Plumerieae (Rauvolfioideae, Apocynaceae),
sendo constituido por 15 espécies, das quais 13 nativas do Brasil. Este estudo teve por
objetivo contribuir para o melhor conhecimento do género através do levantamento de dados
morfoanatdémicos (cortes anatébmicos e Microscopia Eletrénica de Varredura) e testes
histoquimicos de estrutura floral em antese de A. cathartica L., A. laevis Markgr., A. puberula
A. DC. e A. schottii Pohl, para fornecer caracteres que auxiliem na taxonomia e filogenia da
tribo. Os coléteres calicinais estdo ausentes em A. cathartica e nas demais espécies, sdo
persistentes, secretores, em numero, distribuigdo e tipos variaveis. Desde o tipo Standard até
os bifidos, ramificados e fundidos. Todos os coléteres apresentam pendunculo néo secretor,
mas em A. puberula estes sao mais longos e estreitos. O corpo secretor é formado por uma
epiderme uniestratificada em palicada secretora e cuticula fina, e um eixo central
parenquimatico ndo secretor no qual ndo foram observados laticiferos, feixes vasculares ou
idioblastos. A secrecdo mista, composta principalmente de polissacarideos e lipideos, é
liberada pela distensdo da cuticula. Nestas espécies, a corola é dividida em duas porcoes
denominadas tubo superior e inferior, sendo que a diferenca entre 0 comprimento destas
porcdes diferencia A. schotti e A. cathartica das demais espécies. Tricomas supra e
infrastaminais unicelulares ndo ornamentados sdo morfologicamentes e espacialmente
diferentes entre si, mas se mantém constantes entre as espécies. O androceu € constituido
por estames formados por um filete curto e antera tetrasporangiada. O filete é ornamentado
por tricomas unicelulares, esparsamente distribuidos ou agrupados dependendo da espécie.
As anteras apresentam duas porcoes estéreis: duas expansdes basais das tecas dorsais, e
um apéndice apical, morfologicamente distintos entre as espécies. A lignificacdo da antera
ocorre de maneira homogénea em todo o endotécio. O anel nectarifero ao redor do ovario,
difere no grau de pentalobacéo e na distribuicdo dos estdbmatos entre as espécies. Laticiferos
articulados e feixes vasculares estdo presentes e distribuidos entre o tecido parenquimatico
nectarifero. O ovario é sincarpico, bicarpelar, unilocular, supero, com sutura externa visivel
entre os carpelos e com placentacao parietal. Apenas A. laevis possui estdbmatos na epiderme
ovariana. A cabeca do estile é morfologicamente complexa e dividida em regides
morfofuncionais, com dois apéndices apicais que diferem entre as espécies quanto a

morfologia, um corpo principal cdnico revestido por um anel apical de longos tricomas
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secretores, tricomas medianos secretores e anel basal formado por células epidérmicas
justapostas ndo secretoras mais expansao parenquimatica, formando projecoes arredondadas
ou acuminadas, e regido receptiva localizada abaixo do anel basal. Os tricomas secretores
secretam o mesmo tipo de substancias hidro e lipofilicas. Os resultados obtidos neste estudo
evidenciaram a presenca de polimorfismo, principalmente no apéndice apical da antera,
coléteres calicinais, nectario e apéndices apicais da cabeca do estilete entre as espécies,
sendo Uteis para a caracterizacdo interespecificas, corroborando também para o melhor
conhecimento do género pela combinacdo de distintas abordagens que juntas trouxeram
maior riqueza de detalhes da estrutura floral que podem auxiliar em futuros estudos

taxondmicos e filogenéticos.



Abstract

Allamanda L. is one of the 10 genera of the tribe Plumerieae (Rauvolfioideae, Apocynaceae),
consisting of 15 species, which 13 are native to Brazil. This study aimed to contribute to a
better understanding of the genus through the morphoanatomical data survey (anatomical
sections and Scanning Electron Microscopy) and histochemical structure of floral anthesis in A.
cathartica L., A. laevis Markgr., A. puberula A. DC. and A. schottii Pohl. The calyx colleters are
absent in A. cathartica. In other species, are persistent, secretory, and variable in number, with
distribution alternate in A. puberula, opposite in A. laevis and undetermined in A. schottii. The
type also varies from the standard to the bifid, branched and fused. All colleters have non-
secretory peduncle, but in A. puberula these are longer and narrower. The secretory body is
formed by a secretory palisade epidermis and a thin cuticle, filled with non-secretory
parenchyma without laticifers, vascular bundles or idioblasts. The secretion, mainly composed
of mucopolysaccharides, is released without the cuticle disruption, which suffers only
distention. In these species, the corolla is divided into two portions referred to as upper and
lower tube, and the difference between the lengths of these portions separate A. schottii from
other species. The unicellular non-ornamented trichomes that are at the upper and lower parts
of the stamens are morphologically and spatially different from each other, but remains
constant among species, varying only in quantity and size. The androecium comprises a short
filament, which is ornamented by unicellular trichomes, variable in length, sparsely distributed
or grouped depending on species. The anther presents two sterile portions: wings, formed by
the lateral expansion of thecae, which vary proportionately their size in species; and an apical
appendix, morphologically distinct among species, formed by connective tissue. The
lignification occurs homogeneously throughout the endothecium, including at the sterile wings.
A nectary ring around the ovary occurs in all studied species, differing in the degree of lobation
between them. At the epidermal tissue in this ring are present stomata, which are distributed
throughout nectariferous surface in A. schottii or concentrated in the apical region of the ring
from the other species. Anatomically, the nectary shows no variation in the species analyzed,
being composed of a uniseriate epidermis and nectary parenchyma, which cells carry starch
granules. Articulated laticifers and vascular bundles are present and distributed among the
parenchyma tissue in all four species. The ovary is superior and unilocular with visible external



suture between the carpels, with parietal placentation. Only A. /laevis has stomata in ovarian
epidermis. The style-head is morphologically complex and divided into three morphofunctional
regions: 01) two apical non-secretory appendices which morphologically differ in each species;
02) a main conical body coated by an apical ring of long secretory trichomes, median secretory
trichomes and a basal ring formed by juxtaposed non-secretory epidermal cells forming
rounded or acuminate projections at the peripheral expansion of the parenchyma; 03)
receptive region located below the basal ring, where the pollen grains that come from another
flower are deposited by pollinator. The secretory trichomes of the apical ring and the median
ones secrete the same type of hydro and lipophilic substance. The results showed the
presence of polymorphism among species, especially in the apical appendix of anther,
colleters, nectary and apical appendices of style-head, and that they are useful for the
characterization within the genus. The study also collaborated to the best knowledge of the
genus by combining three different approaches (SEM, anatomy and histochemistry) that

brought together richer details of floral structure that can help for taxonomic purposes.



Introducao geral
Histérico taxonémico da familia Apocynaceae e Allamanda L.

Apocynaceae (ordem Gentianales) € uma das maiores e mais complexas familias de
angiospermas (72 maior familia em numero de géneros), com aproximadamente 5.000
espécies e 400-480 géneros (Endress & Bruyns, 2000; Rapini 2000; APG 11l 2009; Endress et
al., 2007), distribuidas por todos os continentes, desde regides tropicais e subtropicais
(principalmente), temperadas (poucas espécies), porém ausentes na Antartica (Alberts &
Meve, 2001; Potgieter & Alberts, 2001; Rapini, 2004).

No Brasil, esta familia é bem representada nos diferentes biomas (Rapini, 2004), com
cerca de 850 espécies subordinadas a 95 géneros (Souza & Lorenzi, 2008). Suas espécies
podem ser encontradas em diversas formacdes vegetacionais como Florestas Pluviais,
Floresta Amazoénica, Floresta Atlantica e de Tabuleiro, Florestas Secas, Restingas, Cerrado e
Caatinga (Joly, 1977; Barroso et al., 1991).

Na época anterior a Tournefort (1694), as plantas produtoras de latex eram agrupadas
sob o nome de Apocynum, abrangendo taxons atualmente circunscritos em familias tao
dispares como Apocynaceae s. I. e Euphorbiaceae.

A familia Apocynaceae s. /. foi estabelecida por Adanson em 1768 sob o nome de
Apocyna, a qual englobava taxons de Apocynaceae (atuais subfamilias Rauvolfioideae e
Apocynoideae) e Asclepiadaceae (atuais subfamilias Periplocoideae, Secamonoideae e
Asclepiadoideae) como uma unica familia (Tournefort, 1694), dividindo em duas secodes:
plantas com ovario sincarpico e plantas com ovario apocarpico. Posteriormente, Jussieu
(1789) modificou o termo “Apocyna” para “Apocineae”, sem alterar a sua circunscricdo. Brown
(1810), por sua vez, separou a familia em dois grupos distintos: Apocineae (Apocynaceae) e
Asclepiadeae (Asclepiadaceae) com base, principalmente, na presenca ou auséncia de
polinario e polinia.

No histérico taxonémico a seguir seréo tratadas apenas as circunscrigdes relacionadas
a Apocynaceae s. str.

Em 1836, Lindley empregou pela primeira vez o nome Apocynaceae s. str. (Apocineae
sensu Jussieu, 1789), aceitando a circunscricao de Brown (1810) e mantendo Jussieu (1789)
como autor, separando-a em trés grupos: Echitea, Carissea e Rauvolfia, com base em



caracteristicas de seus frutos e sementes. O primeiro grupo englobava géneros com foliculos
separados e sementes glabras; o segundo, géneros com o mesmo tipo de fruto do anterior e
sementes comosas; por fim, o terceiro grupo unia géneros com frutos do tipo baga ou drupa.

De Candolle (1844), ndo aceitou as divisbes propostas até entdo para a familia,
propondo uma nova classificacao, sem dividir em subfamilias. O autor utilizou caracteres de
frutos e sementes, como Lindley (1836), para caracterizar grandes grupos (sem dar nomes de
subfamilias) de Apocynaceae, e caracteres de flores dentro de alguns destes grandes grupos,
particularmente em espécies cujas flores possuiam ginostégio (fusdao péds-génita entre
determinada regido do estame e a cabeca do estilete), para separar em distintas tribos. Em
sua circunscricdo foram estabelecidas sete tribos: Willughbeieae, Carissieae, Plumerieae,
Parsonieae, Wrightieae, Alstoniecae e Echiteae. O género Allamanda, neste novo
agrupamento, ficou posicionado na subtribo Allamandeae dentro de Willughbeieae por
apresentar ovario sincarpico e unilocular. Esta nova classificacao proposta por De Candolle
(1844) teve grande importdncia no meio taxonémico e serviu de influéncia para muitos
trabalhos desenvolvidos posteriormente.

Mdiller (1860), em extenso tratamento sistematico de Apocynaceae s. str. publicado na
obra Flora Brasiliensis, propés uma nova distribuicdo dos géneros em seis tribos: Carisseae,
Ophioxileae, Plumerieae, Malouetieae, Echitieae e Allamandeae. A proposta de Miller (1860)
baseou-se principalmente na classificacdo de De Candolle (1844), dando énfase ao seguinte
conjunto de caracteres: tipo de inflorescéncia, anteras totalmente ou parcialmente férteis, com
ou sem apéndices basais, pré-floracao sinistrorsa ou dextrorsa, grau de sincarpia, numero de
l6culos do ovario, tipo de fruto e presenca ou auséncia de coma na semente. Em sua
proposta, Miller (1860), elevou a subtribo Allamandeae de De Candolle (1844) a categoria de
tribo por apresentar ovario sincérpico, unilocular, frutos secos capsulares e sementes
ecomosas.

Bentham & Hooker (1876) estabeleceram duas subfamilias em Apocynaceae s. str.
(Plumerioideae e Echitoideae). Estes autores retornaram a tribo Allamandeae de Muller (1860)
a categoria de subtribo Allamandeae, porém diferentemente de De Candolle (1844), incluiram
a mesma na tribo Carisseae com base na sincarpia do fruto e no ovario unilocular.

Em 1878, Gray reduziu as subfamilias “Plumerioideae” e “Echitoideae” a categoria de

tribos: Plumerieae e Echitideae, caracterizadas pelas anteras livres, ndo aderidas a clavincula



(=cabeca do estilete) e totalmente férteis ou anteras coniventes, aderidas a clavuncula e
parcialmente férteis, respectivamente. Em 1895, Schumann elevou novamente estas duas
tribos a categoria de subfamilia. Plumerioideae (=Rauvolfioideae), com trés tribos (Arduineae,
Pleiocarpeae e Plumereae), foi subdividida com base na morfologia do ovario e do fruto, e
Echitoideae (=Apocynoideae), com duas tribos (Echitideae e Parsonsieae), foi subdividida
com base na posicdo dos estames em relagdo a corola. Nesta classificacdo a subtribo
Allamandeae foi inserida na tribo Arduineae por apresentar ovario sincarpico. O trabalho de
Schumann (1895) serviu de referéncia para a classificagdo de outros autores como Woodson
(1930) e Pichon (1948, 1950).

Woodson (1930), além de aceitar a classificagdo de Schumann (1895), estabeleceu
mais uma subfamilia, Apocynoideae. Esta subfamilia era composta de diversos géneros de
Echitoideae oriundos das floras norte-americana, africana e asiatica, como Apocynum e
Trachelospermum. O autor ndo alterou a circunscrigdo de Allamanda.

Além de considerar as duas subfamilias de Schumann (1895), Pichon (1948a, b e c,
1950) elevou a subtribo Cerberineae a categoria de subfamilia, Cerberoideae. Esta subfamilia
abrangia géneros anteriormente pertencentes a Plumerioideae, como Cerbera e Thevetia,
com base na deiscéncia das anteras. As tribos de Plumerioideae e Cerberoideae foram
circunscritas pelos caracteres de antera e fruto, posicionando e elevando a subtribo
Allamandeae a categoria de tribo em Plumerioideae por apresentar anteras sésseis e
caudadas, basifixa, ovario unilocular e frutos secos e deiscentes. Pichon também dividiu
Plumerioideae em dois grupos com base no tipo de fruto (carnosos ou secos), colocando
Alstonieae (= “Plumerieae” sensu Leeuwenberg, 1994) e “Allamandeae” (fruto com espinhos e
carpelo unilocular) no grupo de frutos secos. Enquanto, as tribos de Echitoideae foram
circunscritas pela conexao antera e cabecga do estilete.

Em 1976, Allorge considerou a familia Apocynaceae s. str. em cinco subfamilias:
Plumerioideae, Tabernaemontanoideae, Echitoideae, Apocynoideae e Cerberoideae, com
base em estrutura floral. Esta autora transferiu a tribo Allamandeae para a subfamilia
Echitoideae (= Apocynoideae) pela suposta presencga de retinaculo que formaria o ginostégio.
Contudo, Fallen (1985) sugeriu que o melhor posicionamento para Allamanda seria mesmo
dentro de Plumerioideae, pois, segundo esta autora, as espécies de Allamanda nao formam

ginostégio ao longo do desenvolvimento ontogenético do gineceu, além de apresentarem um



conjunto de caracteristicas presentes em outros géneros de Plumerioideae como, anteras
sésseis ou subsésseis, sementes aladas, frutos capsulares e presenca de iridéides contendo
lactose.

Leeuwenberg (1994) reconheceu apenas Plumerioideae e Apocynoideae (=
Echitoideae de Pichon (1948 a, b, ¢ e 1950)) como subfamilias de Apocynaceae s. str.,
separando-as em 12 tribos. Para este autor, Allamanda constituiria o Unico género de
Allamandeae, tribo caracterizada pela morfologia da cabeca do estilete e anteras.

Por quase 200 anos permaneceu a delimitacdo de Brown (1809) para a familia, porém
esta separacao foi questionada por varios autores (Hallier, 1905; Demeter, 1922; Safwat,
1962; Stebbins, 1974; Stevens, 1976; Thorne, 1976, 1992; Judd et al., 1994; Struwe et al.,
1994; Endress & Alberts, 1995; Sennblad & Bremer, 1996; Sennblad, 1997; Civeyrel et
al.,1998; Sennblad et al,, 1998; Potgieter, 1999), pois estas “duas familias” apresentavam
gradacao morfoldgica entre elas. As crescentes informacées moleculares, dados morfol6gicos
mais detalhados e as andlises filogenéticas, legitimaram a reunificacdo das duas familias
(Apocynaceae s. str. e Asclepiadaceae), além da familia Periplocaceae, em Apocynaceae
sensu lato, promovendo varias mudangas na classificacdo e agrupamento infrafamiliar
(Endress & Bruyns, 2000).

Atualmente, a familia Apocynaceae s. I. esta dividida em cinco subfamilias (Endress &
Bruyns, 2000; Endress et al, 2007): Rauvolfioideae Kostel, Apocynoideae Burnett,
Periplocoideae R. Br. Ex Endl., Secamonoideae Endl. e Asclepiadoideae R. Br. Ex Burnett.

Endress e Bruyns (2000) reconheceram duas subfamilias englobando as Apocynaceae
S. str. em sua circunscri¢ao tradicional: Rauvolfioideae (=Plumerioideae) e Apocynoideae. As
outras subfamilias como Tabernaemotanoideae (Stapf, 1902), Cerberoideae Pichon (1948b) e
Carissoideae Endlicher (1838) ndo foram reconhecidas. Esta foi a primeira classificacao a
considerar Apocynaceae em sua circunscricdo mais ampla.

Os dados mais recentes de classificacdo das subfamilias de Apocynaceae s. |
(Endress et al, 2007) mostram que apenas Periplocoideae, Secamonoideae e
Asclepiadoideae sdo monofiléticas, enquanto Rauvolfioideae e Apocynoideae sao parafiléticas
(Potgieter & Alberts, 2001; Sennblad & Bremer, 2002; Livshultz et al., 2007; Simdes et al.,
2007). Um resumo da histéria taxonémica da familia e suas categorias infra-familiares &

apresentado no quadro 01.



Quadro 01: Categorias infra-familiares da Familia Apocynaceae s. str. por alguns autores ao longo do
tempo. Asterisco (") indica que o autor ndo tratou como subfamilia.

Circunscricao da familia Apocynaceae s. str.

Autores Ano Categorias infra-familiares
Lindley 1836 Echitea, Carissea e Rauvolfia
De Candolle™ 1844 Willughbeae, Carissieae, Plumerieae, Parsonieae, Wrightieae,

Alstonieae e Echiteae

Mller* 1860 Carisseae, Ophioxileae, Plumerieae, Maloueticae, Echiticae e
Allamandeae

Bentham & Hooker 1876 Plumerioideae e Echitoideae

Gray * 1878 Plumerieae e Echiteae

Schumann 1895 Plumerioideae e Echitoideae

Stapf 1902 Plumerioideae Echitoideae e
Tabernaemontanoideae

Woodson 1930 Apocynoideae Plumerioideae e Echitoideae

Pichon 1948/1950 | Plumerioideae Echitoideae e

Cerberoideae

Allorge 1975 Plumerioideae Tabernaemontanoideae Echitoideae Apocynoideae e

Cerberoideae

Endress & Bruyns 2000 Rauvolfioideae (=Plumerioideae sensu Schumann) e Apocynoideae
(=Echitoideae sensu Pinchon)

A subfamilia Rauvolfioideae possui atualmente 10 tribos, formando um grado
parafilético com o restante de Apocynaceae s. . (Endress & Bruyns, 2007; Simdes et al.,
2007). As espécies constituintes de Rauvolfioideae apresentam flores em geral pequenas e
hipocrateriformes, com corola sinistrorsa contorta (dextrorsa em Tabernaemontaneae e alguns
géneros de Vinceae), anteras livres do gineceu e nao lignificadas (com dorso lignificado em
Tabernaemontaneae), frutos variados (baga, drupa, foliculo ou capsula) e sementes nuas,
aladas, comosas ou ariladas.

Evidéncias recentes sugerem que caracteres usualmente utilizados para circunscrever
as suas tribos como, diferenciacdo da cabecga dos estiletes, fusdo do ovério, deiscéncias de

frutos, forma da margem da semente, representam homoplasias, tendo surgido paralelamente



em diferentes grupos de Rauvolfioideae (Endress & Bruyns, 2000; Potgieter & Alberts, 2001;
Simbes et al, 2007). Quando utilizadas isoladamente podem delimitar grupos nao
monofiléticos, o que ndo é desejado na sistematica atualmente praticada na familia.

A tribo Plumerieae, na revisdo de Endress e Bruyns (2000), foi a que teve maior
mudanca dentro de Apocynaceae s. str., com a inclusdo, nesta tribo, de géneros das
tradicionais Cerbereae, Allamandeae e Plumeriinae. Atualmente contém 10 géneros:
Allamanda, Anechites, Cameraria, Cerbera, Cerberiopsis, Himatanthus, Mortoniella, Plumeria,
Skytanthus e Thevetia (Endress et al.,2007). A monofilia do grupo € fortemente sustentada,
com um posicionamento derivado em Rauvolfioideae e préximo a Carisseae (Endress et al.,
2007; Simdes et al., 2007).

Género Allamanda L.

Allamanda passou por varios posicionamentos dentro da familia Apocynaceae s. str.,
desde seu estabelecimento por Linnaeus (1771), como mostra o quadro 02.

Em sua circunscricao atual, Allamanda é um pequeno género da tribo Plumerieae
(Rauvolfioideae) que apresenta alto suporte como grupo monofilético em estudos filogenéticos
recentes (Endress & Bruyns, 2000; Simoes et al., 2007).

Até o final do século XIX s6 se conhecia a espécie A. cathartica L. ApGs este periodo,
foram descritas mais 25 espécies, porém destas apenas 15 sao aceitas atualmente (Sakane &
Shepherd, 1986; Souza & Rapini, 2011).

O género é nativo do Continente Americano, desde o México até a Argentina, sendo
encontrado em clima equatorial, tropical e subtropical, especialmente distribuido pela costa
brasileira (Sakane & Shepherd, 1986).

No Brasil, Allamanda é representado por 13 espécies (exceto A. weberbaueri (Peru) e
A. setulosa (Suriname)) (Sakane & Shepherd, 1986; Silva & Rapini, 2011), As espécies do
género podem estar amplamente distribuidas, como A. cathartica ou mais restritas, como A.
laevis endémica dos Estados de Minas Gerais e Bahia. O género ocorre em diversas
formagbes vegetacionais, como Campo Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Mata Amazdnica e
beira de Mata Ciliar, e suas espécies podem habitar tanto lugares pedregosos e secos, como
lugares menos secos a umidos (Sakane & Shepherd, 1986).
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Quadro 02: Posicionamento do género Allamanda na familia Apocynaceae ao longo da histoéria,

mostrando as caracteridticas utilizadas para o posicionamento do género dentro das tribos. O simbolo

(*) mostra a suposta caracteristica usada para

transferir Allamanda para Echitoideae.

Plumerioideae=Rauvolfioideae; Echitoideae=Apocynoideae.

Posicionamento de Allamanda na familia Apocynaceae

Autores Ano Subfamilia Tribo Subtribo Caracteriticas
diagndsticas
De Candolle | 1844 - Willughbeieae | Allamandeae | Ovario sincarpico e
unilocular.
Ovario sincarpico,
Muller-Arg. 1860 - Allamandeae - unilocular;  fruto  seco
capsular e sementes
ecomosas
Bentham & | 1876 | Plumerioideae | Carisseae Allamandeae | Ovério sincarpico, anteras
Hooker sem adnacgdo ao estilete.
Schumann 1895 | Plumerioideae | Arduineae Allamandeae | Ovario sincarpico
Antera sesseis, basifixa,
Pichon 1948 | Plumerioideae | Allamandeae - caudadas; ovario
unilocular e fruto seco
deiscente.
Presenca de retinaculo®;
Allorge 1975 | Echitoideae* Allamandeae - semente alada.
Morfologia da cabeca do
Leeuwenberg | 1994 | Plumerioideae | Allamandeae - estilete e antera
Antera de deiscéncia
Endress & | 2000 | Rauvolfioideae | Plumerieae - latrorsa, caudata no apice,
Bruyns sem lignificacdo, fruto

seco capsular deiscente e
auséncia de arilo na

semente.
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Estrutura floral em Apocynaceae s. /.

A grande diversidade floral apresentada pela familia a torna uma das mais complexas
entre as angiospermas (Rao & Ganguli, 1953; Fallen, 1986; Endress, 1994). As estruturas
florais vao desde inflorescéncias terminais até axilares, com flores mais simples sem
formacao de ginostégio, como em espécies de Rauvolfioideae, ou formas mais complexas,
com formacdo de ginostégio e polinarios em espécies de Asclepiadoideae (Fallen, 1986;
Endress, 1994; Endress & Bruyns, 2000).

A maioria das espécies de Apocynaceae apresenta flores perfeitas (com todos os
verticilos estéreis e reprodutivos), com simetria radial a levemente zigomorfa (Rauvolfioideae),
geralmente vistosas e, raramente solitarias (Woodson & Moore, 1938; Fallen, 1986). O calice
€ constituido de cinco sépalas que podem estar separadas ou unidas formando um tubo, e
cinco pétalas fundidas na base formando um tubo com cinco lobos contortos (Cronquist, 1988;
Endress & Bruyns, 2000; Judd et al, 2007) para a esquerda ou para a direita, ou mais
raramente valvares (Woodson & Moore, 1938; Endress & Bruyns, 2000). O formato da corola
varia de infundibuliforme, hipocrateriforme a tubular (Endress & Bruyns, 2000).

Os estames em Apocynaceae, em numero de cinco (raro quatro) sao epipétalos e
alternos com os lobos da corola, apresentando filetes curtos ou ausentes, podendo formar um
pé ou tubo estaminal (Endress & Bruyns, 2000). Os estames sao livres ou justapostos a
cabeca do estilete em Rauvolfioideae, ou adnatos a cabega do estilete formando o ginostégio
nas demais subfamilias, estando inseridos no interior da corola, préximos a base ou no tubo
superior da corola (Allorge, 1976; Sakane & Shepherd, 1986; Fallen, 1986; Endress & Bruyns
2000). As anteras apresentam quatro sacos polinicos (dois em Asclepiadoideae) (Kinoshita,
2005; Morales, 2005a; Ezcurra, 1981), apice curto a conspicuamente alongado, base
arredondada a sagitada e com deiscéncia longitudinal (Woodson & Moore, 1938). A
lignificacdo presente na antera pode apresentar maior espessamento em determinadas
regides, como na porcao abaixo, acima ou ao lado da parte fértil da antera, com as pecas
dispostas em toda a sua extensao ou limitadas a parte superior (Endress & Bruyns, 2000). Na
familia, as anteras formam uma estrutura em forma de cone acima da cabeca do estilete, com
cinco aberturas para o acesso ao néctar pelo visitante floral. O estudo da morfologia do
androceu tem sido muito importante para a delimitacdo das subfamilias dentro de
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Apocynaceae, pois apresentam diferengas que sao constantes a nivel infrafamiliar (Endress &
Bruyns, 2000).

O ovério é geralmente supero e mais raramente semi-infero, apocarpico com dois
carpelos livres, com fusdo congénita ou pés-génita do estilete ou com diferentes graus de
sincarpia, uni ou bilocular, com numerosos évulos por l6culo (Walker, 1975, Endress et. al.,
1983; Endress & Bruyns, 2000). O gineceu apresenta dois tipos de padrées ontogenéticos: o
primeiro padrdo esta relacionado a iniciacdo carpelar que pode se dar a partir de uma
concavidade mergulhada no receptaculo floral, originando o ovario semi-infero ou iniciagéo a
partir do domo, originado ovario supero, sendo é uma condicdo provavelmente homoplastica,
tendo evoluido independentemente em Rauvolfioideae e Apocynoideae (Gomes, 2006). O
segundo tipo de ontogenia estd relacionado a origem da conagdo do gineceu, sendo
classificado em trés tipos principais: sincarpico, hemissincarpico, ou sincarpico de origem
mista. No tipo sincarpico os carpelos surgem congenitamente ou po6s-genitamente fundidos.
No tipo hemisincarpico, os dois primérdios surgem independentemente e se mantém
separados na regido do ovario, porém se fundem distalmente na regido da cabecga do estilete.
Ja o tipo de sincarpia de origem mista, os carpelos surgem unidos a partir de um anel
meristematico continuo, sobre o qual se formam dois primérdios que se unem pos-

genitalmente (Gomes, 2006).

Estruturas secretoras

Muitas estruturas secretoras envolvidas na producdo e liberagdo de metabdlitos
secundarios sao encontradas em diversos 6rgaos vegetativos e reprodutivos nesta familia,
como coléteres, epiderme secretora da cabeca dos estiletes e nectarios, caracteristicas estas
muito utilizadas para a caracterizagdo de grupos dentro da familia nos mais variados niveis
taxonémicos (Woodson & Moore, 1938; Metcalfe & Chalk, 1950, 1975, 1983; Fallen, 1986;
Sennblad et al., 1998; Simdes et al., 2007).

Os coléteres possuem ampla ocorréncia na familia. Sua importancia taxonémica é
inegavel em diferentes niveis hierarquicos, pois mesmo em espécies do mesmo género
podem estar presentes ou ausentes e em diferentes niveis de organizagdo (Woodson &
Moore, 1938; Sakane & Shepherd, 1986; Thomas, 1991; Endress & Bruyns, 2000; Rio &
Kinoshita, 2005; Rio et al.,, 2005; Simdes et al., 2006; Demarco, 2008). Coléteres sao
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estruturas secretoras responsaveis pela protecdo do meristema e de 6rgaos em
desenvolvimento, produzindo exsudatos que impedem o dessecamento (Thomas, 1991).
Podem também estar relacionados a funcdo de combater a proliferagcdo de microrganismos
patogénicos, uma vez que, continuam persistentes mesmo apdés o desenvolvimento dos
orgaos (Thomas, 1991; Demarco, 2005, 2008). Os constituintes da secrecdo podem ser
variados em diferentes espécies e em diferentes estagios de desenvolvimento, desde Unica e
exclusivamente mucilaginosa, misto de mucilagem e compostos lipofilicos, podendo
apresentar s6 compostos lipofilicos ap6s término de producao e liberagdo de mucilagem
(Fahn, 1979; Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000; Demarco, 2005, 2008; Rio, 2006;
Marasca, 2008). Na familia sdo encontrados tanto em érgaos vegetativos como lamina foliar e
peciolo, quanto florais como bracteas, bractéolas e sépalas (Thomas, 1991). O tipo Stardard
(glandulas digitiformes com cabeca secretora e pedunculo curto ndo secretor) (Lersten, 1974)
predomina em Apocynaceae, mas outras formas como, laminares, bifidos ou ramificados
também sdo encontrados (Thomas, 1991; Rio, 2000; Rio et al, 2002, Rio, et al., 2005;
Demarco, 2005; Simdes et al., 2006; Marasca, 2008).

O nectario pode se apresentar na forma de um espessamento basal na base do ovario
e ao menos parcialmente fundido com este; de um anel continuo, frequentemente bilobado ou
pentalobado no seu apice; na forma de dois lobos alternos aos carpelos; ou no tubo estaminal
com distribuicao alternos aos estames, sendo bastante variaveis quanto a sua origem,
posicao e forma (Woodson & Moore, 1938; Rao & Ganguli, 1963; Endress & Bruyns, 2000 e
Gomes, 2006). Geralmente em Apocynaceae s. str., 0s nectarios formam-se a partir da regido
congenitamente conata do gineceu, com feixes vasculares e parénquima nectarifero revestido
por epiderme unisseriada coberta por uma fina cuticula e estématos principalmente na regiao
apical que liberam o néctar para o meio exterior (Martins, 2008).

A cabeca do estilete, porcao apical e dilatada do gineceu posicionada na regiao distal
do estilete, é originada pela uniao congénita ou pds-génita dos carpelos (Endress et al., 1983;
Endress & Brunys, 2000; Gomes, 2006). Esta estrutura é revestida por uma epiderme que
produz e secreta polissacarideos (substancia adesiva) em conjunto com outros metabdlitos
secundarios (polenkitt) (Walker, 1975; Fallen, 1983 e 1986; Sakane & Shepherd, 1986), de
grande importancia para o sistema de polinizagdo (Fallen, 1986; Endress, 1994; Koch et al.,
2002).
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Fallen (1986) definiu uma progressdo em relacdo aos estagios evolutivos da cabeca
dos estiletes dentro da familia Apocynaceae, desde os tipos morfologicamente mais simples
com regides morfofuncionais ndo diferenciadas, coberto por uma camada de células
epidérmicas secretoras, com ou sem adnacao a qualquer verticilo floral, até os tipos com
regides morfofuncionais diferenciadas que apresentam uma regidao apical com um anel de
tricomas formado por uma epiderme de células em palicada, uma regiao mediana com
epiderme secretora e regido basal com ou sem um colar membranoso de tricomas longos;
com ou sem adnacdo com as anteras formando um tipo complexo de estrutura chamada
ginostégio. Evidéncias recentes sugerem que a proposta de Fallen (1986) para a evolugédo da
cabeca do estilete merece ser revista, uma vez que estas formas morfologicamente simples
deste 6rgao evoluiram em paralelo ao menos oito vezes em Rauvolfioideae, e desta forma
nao representam necessariamente uma condicdo ancestral em Apocynaceae (Simdes et al.,
2007).

Espécies investigadas

As espécies escolhidas para o presente estudo sdao Allamanda cathartica L., Allamanda
schottii Pohl, Allamanda laevis Markgr. e Allamanda puberula A. DC. As duas primeiras
espécies ocorrem geralmente em ambiente Umido e as duas ultimas ocorrem em ambiente
geralmente seco. O género apresenta espécies com habito subarbustivo, arbustivo (Figs. A, F,
K, L) ou arvore (Figs. Q, R). A. cathartica é encontrada desde a Venezuela até sul do Brasil e
nas Antilhas, principalmente distribuida pela regido litoranea (Fig. 04), sendo a espécie mais
amplamente distribuida entre as espécies do género e muito cultivada nao s6 no Brasil, como
em outros paises, como na Europa, por exemplo. A. schottii € nativa nos Estados de Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, sdo Paulo, Parana e Santa Catarina (Fig. 06), e assim
como A. cathartica, também é utilizada como planta ornamental. Ambas as espécies e
principalmente A. cathartica, sao escolhidas para estudos cientificos, provavelmente pela
maior facilidade de encontra-las em relacao as demais espécies do género como, A. puberula
com distribuicao restrita ao interior do Piaui, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (Fig. 8) e A.
laevis com distribui¢do restrita ao norte de Minas Gerais e regido central da Bahia (Fig. 10).

No género, a inflorescéncia pode ser terminal ou axilar, variando de cimosa a dicasial

ou bostricoide (mais frequente) (Figs B-D, G, H, M, N, S-V), com calice gamossépalo
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geralmente portando glandulas calicinais (Sakane & Shepherd, 1986). A corola infudibuliforme
de coloracdo amarela, amarelo-alaranjada ou violacea (A. blanchetii) apresenta prefloracao
sinistrorsa (Figs. D, H, I, O, V), com duas partes distintas: um tubo superior alongado e
dilatado, com lobos inseridos em sua porcao distal e um tubo inferior cilindrico e estreito que
se estende desde a regido do nectario e do ovario até a base do tubo superior, onde se
localizam os estames, com tamanho e pilosidade variando nas espécies (Sakane & Shepherd,
1986). As anteras possuem quatro sacos polinicos e deiscéncia introrsa, nectario anelar
quando presente, ovario sincarpico e unilocular, com sutura externa visivel entre os dois
carpelos e placentacao parietal (Sakane & Shepherd, 1986; Fallen, 1985).

O fruto de Allamanda L é deiscente, seco e leve, em forma de capsula septicida
(Aguiar, 2009) globosa ou compressa, ornamentado de estruturas em forma de espinhos (liso
em A. laevis) (Figs. E, J, P). Este conjunto de caracteristicas é exclusiva do género, tornando-
o facil de distinguir dos outros géneros de Apocynaceae quando em fruto (Sakane &
Shepherd, 1986).
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Figuras A-E: Allamanda cathartica. Caracteristicas gerais: Habito (A); inflorescéncia, botédo
floral (B), flores (C, D); fruto (E). (Fotos: Emilia R. Kotovski).
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Figura 04: Dados de ocorréncia de Allamanda cathartica no territorio brasileiro. Fonte: Sakane &
Sherpherd (1986).
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Figuras F-J: Allamanda schottii. Caracteristicas gerais: Habito (F); inflorescéncia, bot&o floral
(G), flores (H, 1); fruto (J). (Fotos: Emilia R. Kotovski).

19



B

Figura 06: Dados de ocorréncia de Allamanda schottii no territério brasileiro. Fonte: Sakane &
Sherpherd (1986).
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Figuras K-P: Allamanda puberula. Caracteristicas gerais: Habito (K, L); inflorescéncia, botao
floral (M), flores (N, O); fruto (P). (Fotos: Emilia R. Kotovski).

21



[ ]
e :

'y

T
——

£

Figura 08: Dados de ocorréncia de Allamanda puberula no territério brasileiro. Fonte: Sakane &
Sherpherd (1986).
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Figuras Q-V: Allamanda laevis. Caracteristicas gerais: Habito (Q, R); inflorescéncia (S, T);
botéo floral (U), flores (V). (Fotos: Emilia R. Kotovski).
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Figura 10: Dados de ocorréncia de Allamanda laevis no territério brasileiro. Fonte: Sakane & Sherpherd
(1986).
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Justificativa

Embora o género seja bem representado na flora brasileira e algumas espécies
largamente cultivadas como ornamentais, ainda € pouco estudado, com escassos trabalhos
publicados, destaque para a revisao taxonémica do género publicada por Sakane & Shepherd
(1986). Também € inegavel a complexidade morfolégica deste género, tanto por apresentar
caracteres compartilhados com outras tribos, como também um conjunto de caracteristicas
particulares, como sincarpia pds-génita e unilocular, placentacdo parietal, frutos capsulares
portando sementes aladas e a estrutura da cabeca do estilete. Este fato se reflete nas
dificuldades histéricas em seu posicionamento em categorias supragenéricas em
Apocynaceae s. str., por vezes até constituindo uma tribo monogenérica. Neste contexto, o
estudo da estrutura floral de espécies de Allamanda representa uma importante contribuicao
ao maior conhecimento desse género, pois 0 seu posicionamento em Plumerieae ainda é
incerto, uma vez que esta tribo apresenta grande heterogeneidade morfoldgica e ainda carece
de estudos mais detalhados de seus géneros constituintes. Além de rever seu posicionamento
em Rauvolfioideae com base na presenca ou auséncia de ginostégio e na presenca ou

auséncia de lignificagao especializadas das anteras.

Objetivos

O presente trabalho tem o objetivo de caracterizar morfologicamente e anatomicamente
a estrutura floral de quatro espécies de Allamanda (A. cathartica L., A. laevis Markgr., A.
puberula A. DC. e A. schottii Pohl) para fornecer caracteres que auxiliem em futuros estudos
taxonémicos e filogéticos da tribo, e também investigar a presenca ou ausencia de ginostégio
e lignificagdo especializada das anteras para constatar o0 seu posicionamente em
Rauvolfioideae.

Os resultados obtidos sdo apresentados na forma de trés capitulos, cada um destes
referentes ao estudo anatdomico e histoquimico de determinados érgaos florais. O capitulo |,
intitulado “Morfoanatomia de coléteres calicinais em Allamanda L. (Apocynaceae)”, visa
caracterizar e descrever a estrutura anatdbmica de coléteres calicinais, além de determinar sua
organizacao, numero e tipo de compostos secretados. O capitulo Il, intitulado “Morfoanatomia
da corola e androceu em Allamanda L. (Apocynaceae)”, visa 1) caracterizar e descrever a

estrutura da corola e de seus tricomas internos; 2) caracterizar e descrever a estrutura dos
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estames; e 3) identificar a presenca ou nao de lignificagcdo especializada das anteras. Por fim,
o capitulo I, intitulado “Morfoanatomia do nectario e gineceu em Allamanda L.
(Apocynaceae)”, visa 1) caracterizar e descrever o gineceu, com énfase no ovario e cabeca
do estilete; 2) caracterizar e descrever 0 nectario na base da flor, além de determinar a
presenca e organizacao de estbmatos e histoquimica dos produtos secretados.
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Capitulo |

Morfoanatomia de coléteres calicinais em Allamanda L.(Apocynaceae)

Introducao

Coléteres sao estruturas secretoras encontradas em 58 familias de angiospermas,
desde aquelas advindas de linhagens basais até aquelas pertencentes a linhagens mais
derivadas. Estas estruturas sao particularmente comuns em familias pertencentes a ordem
Gentianales, especialmente Apocynaceae e Rubiaceae (Lersten, 1974a, b; Ezcurra, 1981;
Thomas 1991; Rio & Kinoshita, 2002; Judd et al., 2007).

Os coléteres receberam diferentes denominagdes ao longo do tempo, dentre as quais
se podem citar: “squamellae” (Woodson & Moore, 1938; Rao & Ganguli, 1963; Ramayya &
Bahadur, 1968; Allorge, 1976), “glandula” (Solereder, 1908; Meyer, 1944; Metcalfe & Chalk
1950, 1979; Occhioni, 1956; Fontella-Pereira, 1965; Spellman, 1975), “protuberancias
glandulares” e “escamas” (Rao & Ganguli, 1963).

A origem destas estruturas secretoras foi pesquisada, entre outros, por Decaisne
(1844), Fournier (1885), Schumann (1895), Malme (1900), Solereder (1908) e Hoehne (1916).
Woodson & Moore (1938) interpretaram os coléteres (“squamellae”) como sendo estipulas
vestigiais. Allorge (1976), por outro lado, contestou a origem estipular descrita por Woodson &
Moore (1938), ao menos para os coléteres florais, pelo fato dessas glandulas estarem
inseridas na fase ventral das lacinias do célice. Mais recentemente, Rio & Kinoshita (2002) ao
estudarem a espécie Prestonia coalita (Vell.) Woodson, relataram a ocorréncia de uma origem
independente para os coléteres.

Em Apocynaceae os coléteres sdao emergéncias (Thomas, 1991) que podem ser
encontrados na margem da lamina foliar, inter ou intrapeciolar, bracteas, bractéolas, regiao
nodal e sépalas, sendo descritos em 65 géneros, incluindo Allamanda (ex. Ezcurra, 1981;
Woodson, 1950; Woodson e Moore, 1938; Rao & Ganguli, 1963a, b; Fjell, 1983; Dave et al.,
1987; Thomas & Dave, 1989a, b; Thomas, 1991; Appezzato da Gloria & Estelita, 2000; Rio,
2001, 2006; Rio et al.,, 2002; Simdes et al., 2004; Demarco, 2005, 2008; Rio et. al., 2005;
Gomes, 2006; Simdes et al., 2006; Marasca, 2008).
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Nas sépalas, os coléteres sdo denominados de coléteres calicinais e sdo encontrados
em espécies das cinco subfamilias atualmente reconhecidas: Rauvolfioideae Kostel.,
Apocynoideae Burnett, Periplocoideae R.Br. ex Endl.,, Secamonoideae Endl. e
Asclepiadoideae R. Br. ex Burnett (Endress & Bruyns, 2000; Endress et al., 2007). Os
coléteres calicinais geralmente apresentam-se como estruturas digitiformes a laminares
ligadas a base da face adaxial das sépalas, mas podem também ocorrer na forma de
pequenas protuberancias na margem das lacinias (Rao & Ganguli, 1963a, b; Allorge, 1976;
Fallen, 1986; Endress & Bruyns, 2000).

Os coléteres calicinais destacam-se pela importancia taxon6mica, na derivacdo dos
diferentes niveis hierarquicos por apresentarem variagdes quanto ao numero, forma, arranjo e
distribuicdo (Rao, 1956; Woodson & Moore, 1938; Sakane & Shepherd, 1986; Thomas 1991;
Endress & Bruyns, 2000; Koch et al., 2002; Rio & Kinoshita, 2005; Rio et al., 2005; Simdes et
al., 2006). Em relacédo a forma, o tipo mais comum é o Standard (Lersten, 1974a, b) sendo
caracterizado como um o6rgao digitiforme com uma longa cabeca secretora macica e um
pedunculo curto e ndo secretor. Contudo, outras formas como bifidos, fimbriados, laminares e
ramificados ja foram descritos para espécies de Apocynaceae (Thomas, 1991; Rio, 2001; Rio
et al., 2002, Rio et al., 2005; Demarco, 2005; Simdes et al., 2006; Marasca, 2008). Coléteres
calicinais dentiformes, fundidos na base também foram registrados por Matozinhos & Konno
(2011). Segundo Simdes et al. (2006), coléteres laminares, bifurcados e sésseis
possivelmente sdo derivagdes do tipo Standard, tendo a separacdo, a proliferacdo ou o
alongamento das células do coléter como mecanismos fundamentais de mudanga estrutural.
Quanto a distribuicao dos coléteres, estes podem ser alternos, opostos ou continuos (Rao &
Ganguli, 1963; Thomas et al., 1989; Sennblad et al., 1998; Simdes et al., 2006). Woodson &
Moore (1938) sugeriram que coléteres alternos representariam uma condi¢ao basal, enquanto
0s opostos uma condi¢céo derivada.

Os coléteres atuam principalmente na protecdo de meristemas e 6rgdaos em
desenvolvimento, por apresentarem um corpo secretor que produz exsudatos que impedem o
dessecamento (Thomas, 1991; Demarco, 2008). Este corpo secretor é constituido por uma
regiao central de células parenquimaticas revestidas por epiderme em palicada secretora e
uniestratificada. Sao as células epidérmicas que produzem e liberam a secrecao para o meio

extracelular (Thomas et al., 1989; Thomas, 1991; Demarco, 2008). O processo de liberacao
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dessas substancias produzidas pelos coléteres foi descrito como a distensdo parcial da
cuticula com o acumulo de exsudato (Fjell, 1983).

Os coléteres podem também estar relacionados a funcdao de combater a proliferagéo de
microrganismos patogénicos, uma vez que, continuam persistentes mesmo apds o
desenvolvimento do 6rgao (Thomas, 1991; Demarco, 2005, 2008). Os constituintes da
secrecao podem ser variados em diferentes espécies e em diferentes estagios de
desenvolvimento, desde Uunica e exclusivamente mucilaginosa, misto de mucilagem e
compostos lipofilicos, podendo apresentar sé compostos lipofilicos apds término de producao
e liberacdo de mucilagem (Fahn, 1979; Thomas et al.,, 1989; Thomas, 1991; Appezzato-da-
Gloria & Estelita, 2000; Demarco, 2005, 2008; Rio, 2006; Marasca, 2008). Os testes
histoquimicos ajudam na diferenciagdo destas estruturas dos nectérios extraflorais que por
muitas vezes se confundem. Segundo Thomas (1991), existem diversas estruturas secretoras
de mucilagem que néo sao coleteres.

A auséncia de vascularizagao nos coléteres calicinais em espécies de Apocynaceae foi
considerada uma caracteristica predominante por Woodson & Moore (1938); entretanto,
coléteres calicinais vascularizados foram observados (Woodson & Moore, 1938; Rao &
Ganguli, 1963; Dave et al.,, 1987; Thomas et al.,1989). Laticiferos de pequeno calibre estao
presentes nos coléteres de alguns géneros de Apocynaceae, tendo sido registrados em
Allamanda, Mandevilla e Nerium (Thomas & Dave 1989a, 1991; Appezzato-da-Gléria &
Estelita, 2000).

No género Allamanda, os coléteres sdo encontrados no peciolo, bracteas, bractéolas e
calice (Thomas & Dave, 1991; Sakane & Shepherd, 1986), sendo que a presenca ou auséncia
de coléteres calicinais é importante para a delimitacdo de espécies (Sakane & Shepherd,
1986).

Diante da falta de estudos morfoanatémicos e histoquimicos em coléteres calicinais
abordando o género, o presente estudo tem o objetivo de descrever morfoanatomicamente e
identificar o tipo de compostos secretados por estes coléteres calicinais, além de verificar a
ocorréncia, a posicdo, o numero e o tipo destas estruturas secretoras em espécies de
Allamanda com possiveis valores para a taxonomia do género e filogenia da tribo. Este
estudo também busca trazer novos dados para o0 conhecimento das Apocynaceae

neotropicais.
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Materiais e métodos
Material Botanico

Para a realizacao deste estudo foram utilizadas flores em antese de A. cathartica L., A.
laevis Markgr., A. puberula A.DC. e A. schottii Pohl, coletadas a partir de individuos
localizados no Campus da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), SP (A. schottiie A
cathartica), Grao Mogol, MG (A. puberula) e regiao de Medina, MG (A. laevis).

Os exemplares foram identificados pela primeira autora e a identificagdo posteriormente
confirmada pelo Prof. Dr. André Olmos Simdes. Os materiais testemunho foram herborizados
e incorporados ao Herbario UEC.

Tabela 01. Dados de coleta das espécies de Allamanda L. (Apocynaceae).

Espécie Localidade Nome e n°coletor Data Numero do coletor

A. cathartica Campinas, Kotovski E.R. 20/06/2011 4
Unicamp, SP

A. laevis Medina, MG Kotovski E.R. et al. 26/02/2012 2

A. puberula Grao Mogol, MG Kotovski E.R. et al. 26/02/2012 1

A. schottii Campinas, Kotovski E.R. 20/06/2011 3
Unicamp, SP

Estudos anatomicos

Flores em antese foram isoladas do material previamente coletado e fixado em FAA 50
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%, na proporcdo 1:1:18 (Johansen, 1940)).
Devido ao grande tamanho das flores destas espécies, optou-se por seccionar as mesmas em
uma porcao basal (regido do ovario) com o comprimento de aproximadamente um 1cm. O
material foi previamente desidratado pela série butilica até a concentragdo de 100%
(Johansen, 1940) e incluido em paraplast. Ap6s 0 emblocamento foram feitos seccionamentos
em micrétomo rotativo Leica. Cortes seriados transversais e longitudinais foram obtidos com
12um de espessura, montados em laminas e corados com Safranina alcodlica 1% e Azul de
Astra 1% (Gerlach, 1984). As laminas permanentes foram montadas com resina sintética
Permount e observadas em microscépio Olympus BX51. As imagens em alta resolucao dos
aspectos considerados relevantes foram obtidas em camera digital DP72 acoplada ao

microscoépio, e as pranchas de ilustracées montadas com o uso do software Corel Draw X5.
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Histoquimica

Para o estudo histoquimico, foram separadas laminas, desparafinizadas e sem corar,
com cortes longitudinais e transversais de coléteres calicinais fixados em FAA 50
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50% na proporcéao 1:1:18 (Johansen, 1940)).

Os tratamentos feitos para a deteccao de presenca dos principais compostos quimicos
foram: Vermelho de Ruténio para mucilagens acidas (Gregory & Baas, 1989), reacao PAS
(Periodic-Acid-Schiff reation) para polissacarideos totais (Jensen, 1962), Preto de Sudao e
Sudao IV para lipideos totais (Pearse, 1985), Azul de Alciao para mucopolissacarideos acidos.
As laminas foram montadas em gelatina glicerinada e observadas em microscépio Olympus
BX51. As imagens em alta resolugdo dos aspectos considerados relevantes foram obtidas em
camera digital DP72 acoplada ao microscépio, e as pranchas de ilustracbes montadas com o
uso do software Corel Draw X5.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a analise micromorfolégica, o material fixado em FAA 50 (formaldeido, acido
acético e alcool etilico 50% na proporcao 1:1:18 (Johansen, 1940)) foi desidratado em série
etilica até 100%, seco pelo método de ponto critico, montado em suporte e submetido a
metalizagdo com ouro. As observacoes e registros de imagens foram efetuados em MEV Jeol
JSM 5800 LV a 10kV com camera digital acoplada. As pranchas de ilustracbes montadas com
o uso do software Corel Draw X5.

Resultados

Coléteres calicinais foram encontrados em A. laevis, A. puberula e em A. schottii,
estando ausentes em A. cathartica (Figs. 09, 15, 21). Os coléteres nas trés espécies sao
persistentes, mantendo sua forma e a atividade secretora na flor em antese (Figs. 01-03).

Os coléteres de A. laevis e A. schottii se localizam na base da face adaxial das sépalas.
Em A. laevis, ocorrem em cinco conjuntos opostos as sépalas (Figs. 02 e 18), enquanto em A.
shottii ocorrem na forma de um conjunto Unico cirundando a base da corola (Figs. 03 e 24). Ja
em A. puberula, os coléteres estao inseridos na margem das sépalas internas e sao ausentes

nas sépalas externas (Figs. 01 e 11).
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O numero de coléteres em cada sépala é variavel até mesmo em uma mesma flor. A
laevis pode ter de quatro a oito ou mais (Fig. 02), A. puberula de zero a dois (Fig. 01), e em A.
schottii esse numero é dificil de precisar pela fusao entre eles (Fig. 03).

Os coléteres sdo inteiros e levemente achatados dorsoventralmente em A. puberula
(Figs. 01,06), inteiros ou bifidos na mesma flor em A. laevis (Figs. 02, 07, 08) e em A. schottii
podem ser inteiros ou fundidos, bifidos ou ramificados (Figs. 03, 04, 05). Em A. puberula estas
estruturas secretoras apresentam um pedunculo relativamente longo e estreito, atingindo um
terco do comprimento total do coléter, e um corpo cdnico-ovoide arredondado no apice,
mantido como tipo Standard (Fig. 06). Em A. laevis podem ser do tipo Standard ou com apice
levemente bifido, com um pedunculo curto e alargado e um corpo longo (Figs. 07,08). Em A.
schottii ocorre uma variagdo, sendo os coléteres na sua maioria fundidos entre si (fig. 25); os
inteiros podem ser do tipo Standard, bifido ou ramificado (Figs. 03, 04, 05).

Um resumo do tipo dos coléteres calicinais encontrados nas trés espécies esta

disponivel na Tabela 02, com informacdes sobre o tamanho e forma dos pendunculos.

Tabela 02: Resumo dos tipos de coléteres calicinais e tamanho e forma dos pedunculos encontrados
nas trés espeécies de Allamanda (Apocynaceae).

Espécies

Tipo de coléteres Tamanho e forma do penduculo
Allamanda laevis Standard e bifurcado Curto e mais largo que o corpo secretor
Allamanda puberula  Standard Longo e mais estreito que o corpo
secretor

Allamanda schottii Stardard, bifurcado, ramificado Curto e mais largo que o corpo secretor

e fundindos.

Nas trés espécies o pedunculo dos coléteres é constituido por uma epiderme
unisseriada nao secretora, recoberta por uma camada de cuticula delgada e células
parenquimaticas. A porcao secretora, denominada de corpo € constituida por uma camada de
células alongadas dispostas em palicada recoberta por uma cuticula fina e com eixo central
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parenquimatico de células ndo secretoras alongadas longitudinalmente e perpendicular as
células epidérmicas (Figs. 10-14, 15-17, 21-23).

As células secretoras tém paredes finas e citoplasma de aspecto denso, responsaveis
pela producdo de exsudato acido, que cora fortemente pela safranina. O ndcleo ocupa
diferentes posicoes dentro da célula, porém predomina na regiao basal desta célula (Figs. 13-
14, 17-20, 23, 26). Espacos periplasmatico formados pela retracdo do protoplasto, também
estdo presentes nas células em palicada (Figs. 13, 17, 23). Na regiao mais apical da cabeca
do coléter ocorre o destacamento da cuticula formando um espaco subcuticular, sendo
possivel visualizar a presenca de secrecao nesta regido. A secrecao € liberada para o exterior
sem o rompimento da cuticula (Figs. 16, 20, 32).

Nas trés espécies, 0s coléteres calicinais ndo apresentam tricomas, vascularizacao,
idioblastos, laticiferos ou qualquer outro tipo celular (Figs. 14, 16, 20, 22, 26).

Os testes histoquimicos confirmaram a presenca de secrecao heterogénea nos
coléteres, com variagao do tipo de compostos entre as espécies estudadas (Figs. 27-47). Em
A. schottii, a secrecdo reagiu positivamente para polissacarideos totais (Figs. 29-30),
mucilagem &cida (Fig. 33, 36-37), lipideos totais (Figs. 39,42) e compostos fendlicos (Figs. 45-
47), evidenciados pelos testes de PAS, Vermelho de Ruténio, Azul de Alcido, Sudao IV, Preto
de Sudao e Sulfato Ferroso em Formalina (SFF), respectivamente. Estas secrecoes podem
ser vistas tanto no interior das células secretoras quanto no meio extracelular. O teste com
SFF sé foi realizado em A. schottii, por ser a Unica espécie a ter material fresco para a fixacao
neste meio. Ja em A. laevis, a secrecdo é composta por polissacarideos totais (Figs. 27-28),
polissacarideos acidos (Figs. 34-35) e lipideos totais (Figs. 40, 43-44). Contudo, resultado
negativo para lipideos totais pela técnica de Preto de Sudao também foi observado nos
coléteres, corando apenas a cuticula (Fig. 43). Em A. puberula, o resultado foi positivo para
polissacarideos totais (Fig. 31) e lipideos totais (Fig. 41) e, diferentemente das demais
espécies o resultado foi negativo para polissacarideos acidos (Fig. 38). Para uma melhor
visualizacdo dos resultados os testes histoquimicos estdo apresentados também na Tabela
03.
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Tabela 03: Resultados dos testes histoquimicos aplicados em coléteres calicinais em
Allamanda (Apocynacaeae) + (positivo para o teste); - (negativo para o teste); 0 (ndo testado); +/-
(resultado positivo e negativo dependendo do coléter); (F) (fraco positivo).

Coléteres calicinais

Tratamento Subtancia a ser detectada - -
. o A. laevis A. puberula A. schottii

histoquimico

Vermelho de Mucilagens éacidas _ 0 +(F)

Ruténio

Reacado PAS Polissacarideos totais + + +

Reagente de Amido _ _ _

Lugol

Sulfato  ferroso Compostos fendlicos totais 0 0 +

em formalina

Sundao IV Lipideos totais + + +

Preto de Sudao Lipideos totais +_ 0 +

Mucopolissacarideos &cidos + (F) _ +
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Figuras 01-08: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de coléteres calicinais
em Allamanda L. (Apocynaceae). 01-03, vista geral dos coléteres calicinais. 01-Allamanda
puberula; 02-Allamanda laevis; 03-Allamanda schottii, indeterminados. 04 e 05-Detalhes dos
coléteres calicinais de A. schottii. 06-Detalhe dos coléteres calicinais de A. puberula. 07 e 08-
Detalhe dos coléteres de A. laevis. Circulos e retangulo branco indicando a bifurcagao dos
coléteres; Retangulo vermelho indicando coléteres fundidos; Bi=Bifurcagao; Col=Coléter;
Cor=Corpo secretor; P=Pendunculo nao secretor; S=Secrecao; St=Standard.
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Figuras 09-14: Seccoes anatomicas de coléteres calicinais de Allamanda
puberula (Apocynaceae). 09 e 10, seccdes logitudinais; 11-14, seccbes transversais. 09-
Vista geral da localizagdo dos coléteres na flor. 10-Detalhe do coléter. 12-Distribuicdo dos
coléteres calicinais. 12-14-Detalhes dos coléteres calicinais, mostrando o corpo secretor.
Cal=Cdlice; Col=Coléter; Cor=Corola; CS=Células secretoras; FV=Feixe vascular;
Par=Parénquima; Nec=Nectario; Ov=0vario; S=Secrecao; Tric=Tricomas.
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Figuras 15-20: SeccOes anatomicas de coléteres calicinais de Allamanda laevis
(Apocynaceae). 15-17, seccdes logitudinais; 18-20, seccbes transversais. 15-Vista geral da
localizacao dos coléteres na flor. 16 e 17-Detalhe do coléter. 18-Distribuicdo dos coléteres
calicinais. Secrecao (19) distencao da cuticula (20). Cal=Calice; Col=Coléter; Cor=Corola;
CS=Células secretoras; FV=Feixe vascular; Par=Parénquima; Nec=Nectario; Ov=Ovario;
S=Secrecdo; Setas indicando a distencéo da cuticula.
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Figuras 21-26: seccoes anatomicas de coléteres calicinais de Allamanda schottii.
21-23, secclOes logitudinais; 24-26, seccdes transversais. 21-Vista geral da localizagdo dos
coléteres na flor. 22 e 23-Detalhe do coléter, mostrando o pedunculo e o corpo secretor. 24-
Distribuicdo dos coléteres calicinais. 25 e 26-Detalhes dos coléteres calicinais, mostrando a
fusdo entre os coléteres (retangulo). Cal=Célice; Col=Coléter; Cor=Corola; CS=Células
secretoras; FV=Feixe vascular; Par=Parénquima; Nec=Nectario; Ov=Ovario; S=Secrecao;

Estrela=Retracao do protoplasto.
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Figuras 27-31: Teste histoquimico com PAS em coléteres calicinais em Allamanda. 27 e
28-A. laevis, seccdes longitudinais; 29 e 30-A. schottii, sec¢des longitudinais; 31-A. puberula,
seccao tranversal. Setas indicam a secrecao extracelular e Estrelas indicam secre¢do no

interior citoplasmatico.

Figuras 32-33: Teste histoquimico com Vermelho de Ruténio para mucilagem acida em
coléteres calicinais em Allamanda. 32-A. laevis, secg¢ao longitudinal. Resultado positivo
apenas para a primeira camada de células parenquimaticas. Notar a distencao da cuticula e a
presenca de pontuacgdes (retangulo); 33-A. schottii; 31-A. puberula, seccao transversal com
positivo para a secrecao intra e extracelular. Setas indicam a secreg¢dao extracelular;

Triangulo=distencao; Retangulo=Cuticula distendida com pontuacdes.
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Figuras 34-38: Teste histoquimico com Azul de Alciao em coléteres calicinais de
Allamanda para mucopolissacarideos acidos. Figuras 34 e 35- A. laevis, fraco positivo; 36
e 37-A. schottii, positivo e 38-A. puberula, negativo para a secrecdo. Setas indicam a

secrecao extracelular.
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Figuras 39-41: Teste histoquimico com Sudao IV para lipideos totais em coléteres calicinais em
Allamanda L. (Apocynaceae). 39-A. schottii, sec¢ao longitudinal; 40-A. laevis, sec¢do longitudinal;
41-A. puberula, secgao transversa. Em todas as espécies o resultado foi positivo. Setas indicam a

secrecao.

Figuras 42-44: Teste histoquimico com Preto de Sudao para lipideos totais em coléteres
calicinais em Allamanda L. (Apocynaceae). 42-A. schottii, seccao longitudinal; 43 e 44-A. laevis,
secc¢ao longitudinal. Resultado positivo para ambas as espécies, contudo na figura 43 apenas corou a
cuticula. Setas indicam a secrecao.

Figuras 45-47: Teste histoquimico com Sufato Ferroso em Formalina (SFF) para compostos
fendlicos em coléteres calicinais em Allamanda. L. (Apocynaceae). 45-47-A. puberula, secgdes
transversais. Resultado positivo no interior das células em palicada. Setas indicando compostos

fenélicos.
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Discussao

A importancia taxonémica dos coléteres calicinais foi evidenciada por Woodson &
Moore (1938), quanto a variagcado da sua forma, numero e posicdo. Segundo estes autores, ha
trés categorias relacionadas com o calice: alternos, opostos ou continuos as sépalas,
podendo ser utilizados para diagnéstico de espécies em chave de identificacdo, como para
Allamanda (Sakane & Shepherd, 1986). A quantidade pode variar entre individuos, como em
Thevetia (Thomas, 1991), ou mesmo no proéprio individuo como em Blepharodon bicuspidatum
(Demarco, 2005). Neste estudo, os coléteres calicinais solitarios ocorrem na margem somente
das sépalas internas em A. puberula, como descrito para outras espécies como Oxipetalum
banksii var. banksii, Asclepia curassavica L., Gonolobus axillaris Vell., e M. denticulata (Vahl)
Fontella & E. A. Schwarz (Demarco, 2008), diferindo da descricdo feita por Sakane &
Shepherd (1986). Estes autores registraram a presenga de coléteres em todas as cinco
sépalas, variando de dois a oito coléteres opostos as sépalas e formando um anel quase
continuo ao redor da base do calice. Em A. laevis os coléteres opostos as sépalas se dispdem
contornando quase que completamente o tubo da corola como descrito por Sakane &
Shepherd (1986). Contudo estes autores relataram a auséncia de coléteres nas duas lacinias
menores, 0 que nao ocorreu com os exemplares observados neste estudo. Em A. schottii, a
disposicao € continua e o numero de coléteres é dificil de definir por eles estarem fundidos
entre si. Provavelmente esta fusdo ocorra durante o desenvolvimento desses coléteres
calicinais. Estes padrdes de distribuicdo encontrados nas espécies de Allamanda também s&o
vistos em outras espécies de Rauvolfioideae (com mais de uma fileira em alguns
representantes de Tabernaemontaneae G. Don e Hunterieae Miers, (Endress & Bruyns, 2000;
Simobes et al., 2007).

Tabela 04: Disposig¢édo e ocorréncia dos coléteres calicinais em espécies de Allamanda (Apocynaceae)
entre os estudos de Sakane & Shepherd (1986) e o atual, com diferencas destacadas em vermelho.

Estudo Sakane & Estudo Sakane &
presente Sherpherd presente Sherpherd
(1986) (1986)
Espécies Disposicao nas Disposicdo nas  Ocorrencia nas Ocorrencia nas
lacinias lacinias lacinias lacinias
A. laevis Oposissépalo Oposissépalo Em todas Apenas nas
maiores
A. puberula | Alternissépalo  Oposissépalo Apenas nas Em todas
internas
A. schottii Indeterminado  Oposissépalo Em todas Em todas




Diferencas no tamanho dos coléteres foram relatadas para espécies de Forsteronia G.
Mey., Mandevilla Lindl., Macrosiphonia Miull.Arg., Mesechites Mull.Arg. (Galetto, 1997;
Appezzato-da-Gloria & Estelita, 2000; Simdes et al., 2006; Marasca, 2008). Em A. schottii e
em A. laevis, os coléteres também tém tamanhos variados na mesma flor, sugerindo que esta
caracteristica seja variavel e de baixo valor taxondmico em Apocynaceae. E digno de mencao
que os coléteres de A. puberula sao consideravelmente menores do que os de A. laevis e A.
schottii, sugerindo uma possivel correlagdo entre organizacdo em relacdo as lacinias e
tamanho geral.

Quanto a morfologia dos coléteres, o tipo mais comumemente relatado para
Apocynaceae é o Standard como descrito por Lestern (1974a) visto, por exemplo, em
Thevetia L. (Fjell, 1983), Prestonia coalita (Vell.) Woodson, podendo ter base reduzida e
alargada com ou sem tricomas, como encontrados em diversas espécies de Apocynaceae
(Endress & Bruyns, 2000; Rio & Kinoshita, 2002).

Em A. puberula estas emergéncias glandulares foram mantidas como o tipo Standara,
apresentando um corpo cénico-ovoide curto e arredondado no apice e um pedunculo mais
estreito, atingindo um terco do comprimento total do coléter como visto em coléteres foliares
de Rauvolfia sellowii (Marasca, 2008). Porém este tipo de coléter ndo condiz com a definicao
do tipo Stardard feita por Lestern (1974a), visto que, este autor caracterizou o tipo Standard
como apresentando um pedudculo curto e em A. puberula esse pedunculo é longo. Sakane &
Shepherd (1986) descreveram os coléteres de A. puberula como formados por uma cabeca
secretora longa com apice acuminado e pedunculo curto e alargado, o que nao foi confirmado
pelos resultados deste estudo. Em A. laevis, os coléteres se apresentam como tipo Standard
ou com apice bifido, porém Sakane & Shepherd (1986) descrevem o apice de A. laevis como
sendo agudo, diferindo do aqui registrado. Em A. schottii ocorre uma variagdo, sendo 0s
coléteres na sua maioria fundidos entre si ou ramificados; os inteiros sdo do tipo Standard,
como descrito para Mandevilla Lind. (Appezzato-da-gloria & Estelito, 2000), entretanto Sakane
& Shepherd (1986) apenas descreveram e ilustraram o tipo Standard sem mencionar as
variagdes estruturais aqui encontradas. Coléteres do tipo Standard, cbnico e ramificado
também foram descritos para Prestonia R. Br, Blepharodon Decne, Forsteronia spp.,
Mandevilla spp., Ceropegia spp., Cryptolepis spp., Rauvolfia sellowii e Holarrhena spp. (Rao &
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ganguli, 1963; Rio, 2001; Rio et al., 2002; Demarco, 2005; Rio et al., 2005; Rio, 2006; Simdes
et al., 2006 e Marasco, 2008). Segundo Simdes et al. (2006), a bifurcacdo se da pela
separacao celular no desenvolvimento desta estrutura e provavelmente a ramificagdo ocorra
da mesma forma. Como o coléter do tipo Standard aparece tanto em géneros mais basais
quanto em géneros mais derivados em Apocynaeae, supde-se que esta seja uma condicao
plesiomérfica. Os demais tipos ja relatados para a familia seriam, por consequéncia,
condi¢cdes apomorficas surgidas independemente em diferentes grupos de Apocynaceae
como sugerido por Simdes et al. (2006).

Os coléteres sao menos achatados dorsiventralmente em A. puberula e mais
achatados dorsiventralmente nas outras duas espécies. Allorge (1976) interpreta o
achatamento dorsiventral dos coléteres como sendo o efeito da compresséo destas estruturas
pelo calice e corola, contudo, as formas estéo relacionadas com cada espécie, como descritas
por Sakane & Shepherd (1986), visto que A. puberula tem a forma mais globosa.

Anatomicamente, o pedunculo apresenta diferencas celulares em relacdo ao corpo
principal, nao possuindo epiderme secretora. O corpo principal € composto de uma regiao
central de células parenquimaticas, rodeadas por uma camada de células epidérmicas
secretoras em palicada de paredes finas, e cobertas por uma fina cuticula. Nos coléteres de
Allamanda nao foi encontrada vascularizacdo como descrito por Demarco (2008) para O.
banksii var. banksii, A. curassavica L., G axillaris, e M. denticulata. Tricomas, laticiferos,
idioblastos cristaliferos ou qualquer outro tipo celular também estdao ausentes. Embora os
coléteres calicinais de Apocynaceae sejam normalmente desprovidos de vascularizacao,
coléteres vascularizados ja foram observados em algumas espécies desta familia também por
outros autores (Woodson & Moore,1938; Rao & Ganguli,1963). Segundo Appezzato-da- Gloria
& Estelito (2000), a vascularizagdo depende da proximidade com os tragos vasculares dos
orgados préximos aos locais onde estes coléteres se desenvolvem. Laticiferos foram
visualizados em Plumeria L e Vallaris, Aganosma apresenta tricomas no coléteres (Murungan
& Inandar, 1987 a; Thomas & Dave, 1989b) e Rauvolfia sellowii contém idioblastos
cristaliferos com drusas (Marasca, 2008). Thomas & Dave (1991), consideram as
modificacdes estruturais em coléteres como sendo um passo evolutivo.

A funcao dos coléteres é proteger o meristema (Thomas & Dave, 1991), como também
visto por, Ramayya & Bhader (1968), Willians et al. (1982), Mueller (1985), Dave et al. (1987),
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Thomas et al. (1988), Esau (1965) e Fahn (1979), que descreveram esta funcao pela
producao e secrecao de uma substancia viscosa liberada por estas estruturas secretoras.

O exsudato pode apresentar diferentes compostos desde mucilagem como constituinte
principal, lipideos, compostos fendlicos, agucares, amido, terpenos até uma mistura de varios
compostos hidro e lipofilicos (Thomas & Dave, 1991; Esau, 1965; Mohan & Inamdar, 1986;
Rio & Kinoshita, 2002; Demarco, 2005; Rio, 2006 e Simdes et al., 2006; Demarco, 2008 e
Marasca, 2008).

O tipo de composto na secrecdo dos coléteres variou entre as espécies, mas a
presenca de polissacarideos totais (mucilagem) e lipideos totais em A. laevis, A. puberula e A.
schottii é constante. Segundo Demarco (2008), a mucilagem tem um papel importante no
inicio do desenvolvimento floral evitando o dessecamento dos 6rgdos em desenvolvimento e
do meristema pela capacidade de retencao de agua pela mucilagem. Compostos lipidicos em
células epidérmicas em alta concentracdo em coléteres foliares jovens ja foram registrados
em Allamanda, desaparecendo em estadio posterior (Thomas & Dave, 1989), porém, neste
estudo com coléteres calicinais, ainda em antese € constatada a presenca de lipideos totais
em A. schotti, A. laevis e A.puberula, como encontrado em outras espécies, como em
Aganosma, Alstonia G.Don, Roupelia e Nerium (Thomas & Dave, 1989) e, em Plumeria, 0s
compostos lipidicos estao presentes em todos os estadios (Mohan & Inamdar, 1986).

Como os coléteres de Allamanda continuam secretores ap6s o desenvolvimento floral,
eles provavelmente desempenham a fungdo de combater a proliferagdo de microrganismos
secretando compostos lipidicos que sdo considerados agentes antimicrobianos como descrito
por Demarco (2008) para Asclepia curassavica L., Fischeria stellata E. Fourn., Matelia
denticulata (Vahl) Fontella & E. A. Schwarz e Oxypetalum banksii subsp. Banksii Roem. &
Schult..

Conclusoes

Os coléteres calicinais de A. laevis sao do tipo opostos, continuos em A. schottii e
alternos em A. puberula. Eles apresentam pedunculos estreitos e longos em A. puberula, e
curtos e alargados em A. laevis e A. schottii. Os coléteres sdo compressos dorsi-ventralmente
em A.laevis e A. schottii e menos compressos em A. puberula. O tipo Standard é encontrado

nas trés espécies, porém coléteres bifidos ocorrem em A. laevis e A. schottii e, fundidos e
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ramificados em A. schotti. O nimero de coléteres € variavel nas trés espécies, sendo
ausentes nas lacinias externas em A.puberula. A porcao secretora é formada por epiderme
secretora uniestratificada em palicada e parénquima ndo secretor em todas as espécies. A
secrecao é composta por mucilagem, nas trés espécies, que tem por funcdo impedir o
dessecamento dos meristemas nos estagios iniciais de desenvolvimento da flor e, compostos
fendlicos (A. schottii) e lipideos totais que agem como microbicidas, impedindo a proliferacao
de microrganismos patogénicos em todas as fases. A variacdo observada nos coléteres das
trés espécies e a manutencao dos padrdes entre os individuos confirma o valor taxonémico
dos caracteres associados a este 6rgdo em termos de estrutura, organizacdo, dimensdes e

exsudato produzido.

Tabela 05: Comparagdo dos resultados obtido dos coléteres calicinais em Allamanda L.

(Apocynaceae).
Laticiferos  Distensao = Compostos
Espécies Tipo de Padrdao de  Distribuidos Numero  Tamanho Feixes da secretados
coléter distribuica em todas as vasculares cuticula
o sépalas Idioblastos sem
rompé-la
Allamanda | Standard e Opostos X Variavel  variavel _ X Hidrofilicos e
laevis bifurcado (4-8) lipofilicos
Allamanda | Standard Alternos _ Variavel variavel _ X Hidrofilicos e
puberula (0-5) lipofilicos
Allamanda | Stardard, Continuos X Indeter- variavel _ X Fendlicos,
schottii bifurcado, minado Hidrofilicos e
ramificado lipofilicos
e fundidos
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Capitulo I

Morfoanatomia da Corola e Androceu em Allamanda L. (Apocynaceae)

Introducao

Apocynaceae apresenta uma grande variacdo em seus 6rgaos florais, possuindo desde
flores mais simples morfologicamente, nas subfamilias mais basais como Rauvolfioideae, até
flores com maior complexidade estrutural como aquelas encontradas em Asclepiadoideae
(Fallen, 1986; Endress, 1994; Endress & Bruyns, 2000; Endress et al., 2007). Um dos
trabalhos mais abrangentes envolvendo estudos das estruturas florais de espécies de
Apocynaceae, muito citado em estudos para esta familia, foi realizado por Woodson e Moore
(1938). Estes autores estudaram a vascularizacao e a morfologia floral de 39 géneros e 59
espécies de Apocynaceae. Outros trabalhos como os de Rao & Ganguli (1963), Fallen (1985,
1986), Kunze (1997), Galetto (1997), Torres & Galetto (1998), Lin & Bernardello (1999),
Alvarado-Cardenas & Ochoterena (2007), Livshultz et al. (2007), Marquete et al. (2007)
também trouxeram grandes contribuicbes para o conhecimento dentro de Apocynaceae. No
Brasil, merecem destaque os trabalhos de morfologia e/ou anatomia de Sakane & Shepherd
(1986), Rio (2002, 2006), Rio et al. (2002), Simbes & Kinoshita (2002), Simbes et al. (2004),
Demarco (2008), Gomes (2006), Simdes et. al. (2006, 2007), Marasca (2008) e Aguiar (2009).

A familia apresenta flores perfeitas (com todos os verticilos estéreis e reprodutivos),
simetria radial (raro levemente zigomorfa), geralmente vistosas e organizadas em
inflorescéncias ou mais raramente solitarias (Woodson & Moore, 1938; Fallen, 1986). A corola
é formada por cinco pétalas fundidas na base formando um tubo que pode apresentar
variagdo entre a por¢cao mais basal e a porcdo mais apical, com cinco lobos contortos
(Cronquist, 1988; Judd et al., 2007) sinistrorsos (Rauvolfioideae) dextrorsos (Apocynoideae)
ou mais raramente prefloragdo valvar (demais subfamilias) (Woodson & Moore, 1938), uteis
na delimitacdo em nivel de subfamilia. O formato da corola varia de infundibuliforme,
hipocrateriforme, tubular a rotaceo (Endress & Bruyns, 2000). Internamente, a epiderme da
corola pode formar tricomas unicelulares, ornamentados ou nao, denominados de supra ou

infrastaminais por Pichon (1948a, b, c¢) dependendo da sua localizagdo em relagdo aos
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estames. Estes tricomas sao constantes em nivel genérico, podendo ser Uteis na delimitacao
de géneros dentro de tribo (Pichon, 1948a, b, c; Alvarado-Céardenas & Ochoterena, 2007).

O estudo taxonémico do androceu tem sido muito importante para a delimitagcdo das
subfamilias dentro de Apocynaceae (Endress & Bruyns, 2000).

Em Apocynaceae, os estames, em numero de cinco (raro quatro), sdo epipétalos e
alternos aos lobos da corola. Podem estar inseridos no interior préximos a base ou ao longo
do tubo floral, apresentando filetes curtos ou ausentes, ou formar estrutura denominada de
“pé” ou “tubo” estaminal (Endress & Bruyns, 2000). As anteras sao livres ou justapostas a
cabeca do estilete em Rauvolfioideae, ou adnatas a cabecga do estilete formando o ginostégio
nas demais subfamilias. Pichon (1950) separou tribos de acordo com o tipo de conexao entre
as anteras e a cabeca do estilete em Apocynaceae.

Na familia, as anteras formam uma estrutura em forma de cone acima da cabeca do
estilete, com cinco aberturas para o acesso ao néctar pelo visitante floral. Apresentam quatro
sacos polinicos (dois em Asclepiadoideae) por antera (Kinoshita, 2005; Morales, 2005;
Ezcurra, 1981), com os sacos polinicos dispostos em toda a sua extensao ou limitados a parte
mais apical (Sakane & Shepherd, 1986; Fallen, 1986; Endress & Bruyns 2000).

Existe uma significativa diversidade do ponto de vista morfolégico das anteras e estas
diferencas sdo taxonomicamente relevantes, pois sua forma, com diferencas na porcéao basal
e apical é variavel na familia.

Fallen (1986) reconheceu quatro niveis de complexidade nas anteras de Apocynaceae.
O primeiro nivel é o mais basal evolutivamente, cujas anteras ndo especializadas sao ovéides,
cordadas na base e sem lignificacdo no dorso. No segundo nivel, as anteras tem o conectivo
expandido na base causando o afastamento das tecas para os lados. O terceiro nivel
apresenta tecido esclerificado na regido adaxial que se prolonga em base sagitada,
encontrado, por exemplo, em Tabernaemontana. O quarto nivel é idéntico ao terceiro, porém
apresenta tecido de conexao chamado retinaculo (Fallen, 1986), formando o ginostégio que é
a fuséo do tecido do androceu com o gineceu.

Na familia ha uma variagdo na localizagdo e extensao da lignificacdo das anteras, que
pode estar presente na porcao abaixo, acima ou lateral a porcao fértil da antera (Endress &
Bruyns, 2000). Este processo é raro em Rauvolfioideae (ocorrendo apenas em géneros de

Tabenaemontaneae) e ausente em Periplocoideae. Em Apocynoideae ocorre em cinco tribos.
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Em Secamonoideae é bem desenvolvido e ocorre abaixo da parte fértil da antera e em
Asclepiadoideae a antera é bem lignificada ao longo ou abaixo da sua parte fértil.

Allamanda, pertence a subfamilia Rauvolfioideae, tribo Plumerieae (Endress & Bruyns,
2000; Endress et al., 2007). O género compreende 15 espécies, sendo 13 de ocorréncia no
Brasil e a maioria endémica ao nosso territério (Sakane & Shepherd, 1986; Silva & Rapini,
2011; Koch et al, 2012). O estudo mais abrangente sobre este género foi realizado por
Sakane & Sherpherd (1986) que fizeram a revisdo taxond6mica utilizando caracteres de
estruturas vegetativas, florais, de frutos e sementes. Outros trabalhos com diferentes
enfoques que incluiram espécies de Allamanda foram: Woodson & Moore (1938), em estudos
da vascularizacado e morfologia floral de Apocynaceae, incluindo A. cathartica; Allorge (1976),
em estudos morfoldgicos e de biologia floral de Apocynaceae, incluindo A. cathartica; Fallen
(1986), que estudou a ontogenia do gineceu em Allamanda schottii Pohl; Thomas & Dave
(1989), em estudos de coléteres peciolares de A. cathartica; Alvarado-Cardenas &
Ochoterena (2007), em estudos filogenéticos na tribo Plumerieae incluido A. cathartica em
seu trabalho; Simbes et al. (2007), incluindo A. cathartica em estudos filogenéticos e
sistematicos em Rauvolfioideae; Aguiar (2009), em estudos anatémicos de frutos com A.
blanchetii e A. schottii Pohl; Araujo et al. (2011), que estudaram a biologia floral de Allamanda
blanchetii. Contudo trabalhos com enfoque mais direcionado a anatomia e morfologia floral
para as espécies deste género nao foram encontrados, além do citado para Sakane &
Shepherd (1986).

Diante da importancia das caracteristicas florais em Apocynaceae e a fim de reunir
dados Uteis para o melhor conhecimento do género, como também para auxiliar e fornecer
dados para futuros estudos filogenéticos e sistematicos em Plumerieae e na subfamilia
Rauvolfioideae, o objetivo deste estudo foi caracterizar morfoanatomicamente a corola de
espécies de Allamanda com énfase nos tricomas supra e infrastaminais. Avaliar a morfologia
e a anatomia das anteras, analisando suas semelhancgas e diferengas em relagdo as demais
Apocynaceae, e também, observar se ha ou nao lignificacao especializada das anteras, sendo
sua auséncia predominantes em Rauvolfioideae, subfamilia a qual pertence o género
Allamanda.
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Materiais e métodos
Material Botanico

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas flores em antese de A. cathartica L.,
A. laevis Markgr. A. puberula A.DC. e A. schottii Pohl, coletadas a partir de individuos
localizados no Campus da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) (A. schottii e A.
cathartica), em grao Mogol, MG (A. puberula) e na regidao de Medina, MG (A. laevis).

Os exemplares foram identificados pela primeira autora e a identificagdo posteriormente
confirmada pelo Prof. Dr. André O. Simbes. Os materiais testemunho foram herborizados e

incorporados ao Herbario UEC.

Tabela 01. Dados de coleta das espécies de Allamanda L. (Apocynaceae).

Espécie Localidade Nome e n°coletor Data Numero do coletor

A. cathartica Campinas, Kotovski E.R. 20/06/2011 4
Unicamp, SP

A. laevis Medina, MG Kotovski E.R. et al. 26/02/2012 2

A. puberula  Grao Mogol, MG Kotovski E.R. et al. 26/02/2012 1

A. schottii Campinas, Kotovski E.R. 20/06/2011 3
Unicamp, SP

Estudos anatomicos

Flores em antese foram isoladas do material previamente coletado e fixado em FAA 50
(formaldeido, acido acético e alcool etilico 50% na proporcédo 1:1:18 (Johansen, 1940)).
Devido ao grande tamanho das flores destas espécies, optou-se por seccionar as mesmas em
uma porgao apical (regido do androceu) com o comprimento de aproximadamente 1cm. O
material foi previamente desidratado pela série butilica até a concentracdo de 100%
(Johansen, 1940) e incluido em paraplast. Ap6s o emblocamento foram feitos seccionamentos
em micrétomo rotativo Leica. Cortes seriados longitudinais e transversais foram obtidos com
12um de espessura, desparafinizados, montados em laminas e corados com Safranina
alcodlica 1% e Azul de Astra 1% (Gerlach, 1984). As laminas permanentes foram montadas
com resina sintética Permount e observadas em microscopio Olympus BX51. As imagens em
alta resolucao dos aspectos considerados relevantes foram obtidas em camera digital DP72
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acoplada ao microscépio, e as pranchas de ilustracdes montadas apartir do software Corel
Draw X5.

Histoguimica

Para o estudo histoquimico para deteccao de lignina, foram coletadas flores e fixadas
em FAA 50 (formaldeido, acido acético e alcool etilico 50% na proporcao 1:1:18 (Johansen,
1940)). Foram separadas laminas, desparafinizadas e sem corar, com cortes longitudinais da
antera. O tratamento feito para a deteccao de presenca de lignina foi: Floroglucina. As laminas
foram montadas em gelatina glicerinada e observadas em microscopio Olympus BX51. As
imagens em alta resolucao dos aspectos considerados relevantes foram obtidas em camera
digital DP72 acoplada ao microscoépio, e as pranchas de ilustragdes montadas com o uso do
software Corel Draw X5.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a analise micromorfolégica, o material fixado em FAA 50 (formaldeido, acido
acético e alcool etilico 50% na proporcao 1:1:18 (Johansen, 1940)) foi desidratado em série
etilica até 100%, seco pelo método de ponto critico, montado em suportes e submetido a
metalizacdo com ouro. As observacgdes e registros de imagens foram efetuados em MEV Jeol
JSM 5800 LV a 10kV, com camera digital acoplada. As pranchas de ilustracbes montadas
com o uso do software Corel Draw X5.

Resultados

A corola é infudibuliforme e de prefloracdo sinistrorsa. A cor € amarela em A. cathartica,
A. laevis e A.puberula, e amarelo-alaranjada em A. schottii. O tubo da corola apresenta duas
porcoes bem definidas: um tubo inferior estreito e tubular que se estende até a regidao de
insercao dos estames, e um tubo superior dilatado acima da regido de insercao dos estames,
apresentando cinco lobos obliquo-obovados no apice. A relagao entre o comprimento do tubo
inferior e o tubo superior diferencia a A. schottii das outras trés espécies. Em A. schottii, o
tubo inferior € conspicuamente mais curto do que o tubo superior e levemente giboso, ja em

A. cathartica, o tubo inferior € mais longo do que o tubo superior e sempre cilindrico. Em A.
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laevis e A.puberula também a porcao inferior € mais curto como ocorre em A. schottii,
contudo, naquelas espécies esta diferenca de proporcao nao € tao evidente, apresentando o
tubo inferior conspicuamente alongado. Nas quatro espécies, na regido onde os estames se
inserem, ha dois tipos morfolégicos de tricomas corolinos e uma gradacdo quanto ao seu
tamanho (Figs. 01-04). Os tricomas localizados no inicio da adnacao dos filetes com a corola
até o ponto onde os filetes se tornam livres (infraestaminais) sao unicelulares, afilados em
direcdo ao apice, com superficie lisa e apice arredondado (Fig. 06). Estes tricomas circundam
a corola entre os estames, aumentando gradativamente seu comprimento em direcédo a fauce.
Os tricomas localizados acima dos filetes livres (supraestaminais) também sao unicelulares e
com apice arredondado, porém a superficie € moniliforme (Figs. 05, 06). O comprimento
desses tricomas suprastaminais também varia, aumentando das laterais para o centro de
cada estame, cobrindo-o quase que completamente. Este padrao se repete para cada um dos
cinco estames nas quatro espécies (Figs. 01-04).

A quantidade dos dois tipos de tricomas também varia entre as quatro espécies. Em A.
laevis (Fig. 01) os tricomas suprastaminais s&o mais numerosos, seguido por A. schottii (Fig.
04), A. cathartica (Fig. 02) e A. puberula (Fig. 03), respectivamente. Os tricomas
infrastaminais também apresentam uma variagdo quantitativa, separando A. puberula das
demais espécies por apresentar um numero menor desses tricomas (Figs. 01-04). Ja em A.
laevis, apesar da quantidade de tricomas, estes sao relativamente mais curtos em relagao as
outras espécies (Fig. 01).

Anatomicamente, a corola apresenta, em ambas as faces, uma epiderme
uniestratificada, com cuticula fina. Entre as células parenquimaticas, ocorrem feixes
vasculares préoximos a face adaxial. Nao foram visualizados idioblastos, porém laticiferos
estéo presentes (Figs.17, 18, 26).

Nas quatro espécies estudadas, a flor apresenta cinco estames epipétalos. A porcao
adnata dos filetes a corola e a por¢ao livre apresentam tricomas unicelulares de parede lisa e
apice acuminado, e a porcao livre do filete destas espécies também apresenta tricomas. A
quantidade e a distribuicdo variam entre as espécies (Figs. 01-04). Em A. laevis e A.
cathartica, os tricomas sao mais numerosos e se distribuem ao longo do filete, antes deste se
tornar livre (Figs. 01, 02). Em A. puberula e em A. schottii os tricomas estdo em menor

namero e sua distribuicdo se diferencia por apresentar uma maior porcao ventral apical do
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filete adnato sem formacéao de tricomas (Figs. 03 e 04). Em A. puberula e em A. cathartica ha
um agrupamento de tricomas préximo a insercao da antera (Figs. 02, 07, 03), porém em A.
puberula estes tricomas sdo mais longos. Em A. schottii e em A. laevis os tricomas estao
distribuidos de forma aleatéria (Figs. 01, 04). Os filetes recurvam-se pelas suas porgoes livres
em direcao ao centro do tubo da corola, e as anteras, préximas umas das outras, formam um
cone acima da cabeca do estilete (Figs. 15, 16, 23, 24).

As anteras sdo sempre tetrasporangiadas e com deiscéncia introrsa rimosa, tecas
unidas pelo conectivo. Cada antera apresenta uma regiao fértil e outra estéril que sao
prolongamentos dos sacos polinicos dorsais que constituem as asas da antera, parcialmente
soldados ao filete. A base é sagitada e apresenta variacdo quanto a proporcao entre esta e a
parte fértil entre as quatro espécies, variando aproximadamente de 1/3, 1/4, 1/5 e 1/6 para A.
cathartica, A. puberula, A. schottii e A. laevis, respectivamente (Figs. 01-04). O conectivo se
estende acima formando o apéndice da antera. Este apéndice, nas quatro espécies, difere na
forma e no tamanho (Figs. 09-10). Em A. laevis o &pice € mais longo, dorsiventralmente
compresso, continuamente afilado até o 4pice (Fig. 09). Em A. puberula é curto e
abruptamente cbénico, como em A. cathartica, porém nesta ultima, a regido distal do apice é
curvada na direcao ventral da antera (Figs.10 e 11). Em A. schottii o apéndice também é
curto, contudo, com formato obcordato (Fig. 12).

Anatomicamente, o filete é constituido por uma epiderme uniestratificada, com cuticula
delgada, tecido parenquimatico fundamental e um unico feixe vascular central (Fig. 17).

O conectivo apresenta epiderme uniestratificada, com cuticula delgada, tecido
parenquimatico fundamental e um feixe vascular central oriundo do filete. Em nenhuma regiao
do conectivo ocorre lignificagédo (Figs. 19, 20, 23 e 24).

Na antera, cada saco polinico observado é constituido por epiderme e pelo endotécio.
A epiderme é uniestratificada, com células de formato variado e cuticula delgada. Nao foi
visualizado espessamento secundario nas células da epiderme das anteras. O endotécio €
formado por células alongadas, cujas paredes apresentam espessamento secundario
lignificado em forma de faixas (barras de espessamento) em todo o tecido, confirmado pelo
teste com Floroglucinol (Figs. 21, 22, 29 e 30). Este espessamento ocorre desde a base, na
parte estéril, até o 4pice, em toda a parte fértil das anteras e € ausente nos apéndices apicais
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formados por tecidos do conectivo, nas quatro espécies. O tapete estd ausente, devido a sua
desintegracdo em fase anterior.

Os apéndices apicais apresentam epiderme simples com células alongadas. O
alongamento das células epidérmicas esta relacionado com o comprimento dos apéndices
(Figs. 13 e 14). Em A. laevis, cujo apéndice € mais longo em relacdo as outras espécies,
ocorre 0 maior alongamento celular, visto em MEV. O corpo é preenchido por células

parenquimaticas, sem feixe vascular.
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Figuras 01-06. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Morfologia e distribuicao dos
tricomas infrastaminais, suprastaminais e estames na parte interna da corola em espécies de
Allamanda L. (Apocynaceae) 01- A. laevis; 02- A. cathartica; 03- A. puberula; 04-A. schottii. 05-
Tricomas suprastaminais de A. cathartica. 06- tricomas infrastaminais e suprastaminais de A. puberula,
evidenciando suas diferencas e o limite entre ambas. A=Anteras; AAp=Apendice apical da antera;
As=Apendices basais da antera (Asas); TF=Tricomas do filete; Tl=Tricomas infrastaminais; TS=
Tricomas suprastaminais.
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Figuras 07-14. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Detalhes dos tricomas do
filete, apéndice apical da antera e células do apéndice apical da antera em espécies de
Allamanda L. (Apocynaceae). 07 e 08-Tricomas do filete de A. cathartica, morfologia e distribuicao.
09-12: morfologia do apéndice apical da antera. 09-A. laevis; 10-A. cathartica; 11-puberula; 12- A.
schottii. 13 e 14: Células epidérmicas do apéndice apical da antera em detalhe (13-A. puberula e 14-A.
laevis). AAp=Apendice apical da antera; As=Apendices basais da antera (Asas); Cel e seta=Células
do apéndice apical; F=Filete; TF=Tricomas do filete.
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Figuras 15-22. Seccoes anatomicas dos estames em flores de Allamanda schottii e
Allamanda cathartica (Apocynaceae). A. schottii (15, 17, 19, 21) e A.cathartica (16, 18, 20 e 22). 15
e 16-Vista geral das anteras. 17 e 18-Estames em maior detalhe. 19 e 20-Detalhe da antera,
evidenciando epiderme uniestratificada e endotécio com células apresentando espessamento
secundario. 21 e 22-Detalhe do espessamento secundario do endotécio. Cortes transversais: 15, 16,
18-22. Corte longitudinal: 17. AAp=Apendice apical da antera; AnA=Anel apical da cabeca do estilete;
Ant=Antera; As=Apendices basais da antera (Asas); BE=Barra de espessamento; Con=Conectivo;
Cor=Corola; Ep=Epiderme; End=Endotécio; Fi=Filete; FV=Feixe vascular; Par= Parénquima;
Tl=Tricomas infrastaminais; TS=Tricomas suprastaminais. 16-18, 20, 21. 200 um; 15, 22. 500 pm
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Figuras 23-30. Seccoes anatomicas dos estames em flores de Allamanda puberula e
Allamanda laevis (Apocynaceae). A. puberula (23, 25, 27 e 29) e A.laevis (24, 26, 28 e 30). 23 e 24-
Vista geral das anteras em secgdes transversais. 25 e 26-Estames em maior detalhe. 27 e 28-Detalhe
da antera. 29 e 30-Detalhe do espessamento secundario do endotécio. Cortes transaversais: 23-30.
AAp=Apendice apical da antera; AnA=Anel apical da cabeca do estilete; Ant=Antera; As=Apendices
basais da antera (Asas); BE=Barra de espessamento; Con=Conectivo; Cor=Corola; Ep=Epiderme;
End=Endotécio; Fi=Filete; FV=Feixe vascular; Par= Parénquima. 23, 24, 26. 200 um; 25. 100 pum;
27,28. 50 um; 29, 30. 20 um
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Discussao

Em relacdo a corola, as quatro espécies apresentam gamopetalia, com o tubo corolino
dividido em uma porgéo inferior cilindrica e uma porcao superior dilatada apds a regido da
insercdo estaminal até a base dos lobos, comum para varios representantes da familia
Apocynaceae, como descrito por Sakane & Shepherd (1986), Fallen (1986) e Araujo et al.
(2011). Existe diferenga quanto ao comprimento da porgao inferior do tubo da corola entre A.
schottii e as outras trés espécies, separando-a das demais espécies estudadas, como descrito
por Sakane & Shepherd (1986), que utilizaram esta variagdo como uma das caracteristicas
para diferenciar as espécies de Allamanda dentro do género.

Anatomicamente, a corola apresenta arranjos celulares comuns, com uma epiderme
uniestratificada, tecido parenquimatico fundamental com laticiferos, cordées de feixes
vasculares, mas sem idioblastos ou qualquer outro tipo celular (Esau, 1965; Torres & Galetto,
1998; Toste et al., 2003). Porém a epiderme da face adaxial apresenta dois tipos de tricomas
unicelulares supra e infrastaminais, que podem estar presentes ou ausentes em
representantes da familia.

Os tricomas suprastaminais e infrastaminais, encontrados nas quatro espécies,
apresentam morfologia e distribuicao espacialmente definidos, provavelmente relacionados ao
processo de polinizacdo (Araujo et al., 2011). A presenca de tricomas supraestaminais, termo
cunhado por Pichon (1948 a, b, c), foi reportada para espécies de Himatanthus e Plumeria
(Pichon, 1948a), sendo a presenca ou auséncia constante dentro das espécies. A presenca
ou auséncia de ornamentacado nos tricomas suprastaminais, citados como sendo um tipo de
corona (Endress & Bruyns, 2000), podem ser Uteis para agrupar espécies. Allamanda nao
apresenta nenhum tipo de ornamentacao nos tricomas suprastaminais moniliformes, e esta foi
umas das caracteristicas utilizadas para separa-la em uma subtribo isolada dos demais
géneros em Plumerieae por Alvarado-Cardenas & Ochoterena (2007). Segundo estes a
presenca de ornamentacao ja havia sido relatado para Himathantus e Plumeria por Pichon
(1948b), mas nunca este carater foi inserido em andlise cladistica. Estes mesmos autores
observaram que a auséncia ou presenca de ornamentacdo € constante dentro dos géneros,
fazendo uso deste estado de carater para andlise filogenética de Plumerieae. Andlises sobre
graus de complexidade do androceu foram feitas por Fallen (1986), que apontou para a

importancia taxonémica deste verticilo. Nas quatro espécies, ha cinco estames epipétalos,

81



alternipétalos, com os filetes curtos adnatos individualmente ao tubo corolino, recurvando-se
pelas suas porcdes livres em direcdo ao centro do tubo da corola.

As anteras sdo tetrasporangiadas, caracteristica comum nas subfamilias de
Apocynaceae, exceto para Asclepiadoideae que se torna bisporangiada (Endress & Bruyns,
2000). A deiscéncia € introrsa e rimosa, com o conectivo que se estende acima da antera para
formar o apéndice apical. As anteras, préximas umas das outras, formam um cone acima da
cabeca do estilete sem formar ginostégio, isolando a metade inferior do tubo floral,
apresentando cinco espagos que se localizam entre as anteras adjacentes para o0 acesso ao
néctar pelo visitante floral (Aradjo et al., 2011; Fallen, 1986). A antera é fértil em quase toda a
sua extencao, sendo estéril na porcao basal pelo prolongamento das asas, diferindo do tipo
normalmente encontrado em Rauvolfioideae, cujas anteras sdo férteis até a base e de
Apocynoideae que apresentam anteras férteis confinadas na regido superior como na tribo
Mesechiteae (Endress & Bruyns, 2000; Simdes et al., 2006). A porcao estéril & constituida por
dois longos apéndices formando a base sagitada que difere proporcionalmente entre as
quatro espécies. Esta estrutura anteral esta presente em diferentes espécies de Apocynaceae
(Boke, 1949), sendo a base sagitada muito comum. Porém outras formas também podem ser
encontradas como a truncada, a cordata, a auriculada e a obtusa. Esta variacao foi utilizada,
por exemplo, por Woodson & Moore (1938) para delimitacéao infrafamiliar. A fungao atribuida
€ auxiliar no direcionamento do aparelho bucal do polinizador para que ele passe entre as
duas anteras e ao longo de regides especificas da cabeca do estilete (Lipow & Wyatt 1999;
Tostes et al., 2003; Araujo et al., 2011;).

Sakane & Shepherd (1986) relataram que o estudo das anteras dentro do género era
pouco interessante em nivel taxonémico, pois o tamanho e a forma eram pouco variaveis.
Todavia, o presente estudo mostra que os apéndices apicais sdo diferentes nas quatro
espécies, fornecendo caracteres diagndsticos Uteis para separa-las. Em Plumerieae, ao qual
pertence Allamanda, todos os géneros apresentam esta estrutura, sendo variavel, com
morfologia caudada e alongada. Por meio desta variacdo, Alvarado-Cardenas & Ochoterena
(2007) posicionaram Allamanda como grupo irmao de Thevethineae por apresentar apéndice
deltoide, entre outras caracteristicas. Em Asclepiadeae (R. Br.) Duby e Marsdenieae Benth., a
morfologia é usada para separar géneros pela auséncia ou presenca de constricdo da parte

basal do apéndice apical das anteras, como ocorre em A. schottii, porém nessas tribos o
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carater pode desaparecer na maturidade floral. Em Tylophora R. Br. ocorre incisdo horizontal
entre a antera e 0 apéndice (Kunze, 1996) e em Willughebeae A. DC. e em Secamonoideae
Endl., o apéndice é escassamente desenvolvido. Alvarado-Cardenas & Ochoterena (2007)
descrevam, em estudo filogenético de Plumerieae E. Mey., que a forma obtusa representa
uma condicao plesiomérfica que derivou para o deltoide que se transformou em filamentoso
duas vezes de maneira independente, interpretada como progressivo alargamento do tecido
conectivo. Porém, nao existe nenhuma informacao sobre a possivel fungdo desta estrutura,
que pode estar relacionada ao processo de polinizagao.

Fica evidente que o uso de caracteristicas morfoldégicas do apéndice apical da antera
pode ser Util, junto com outras caracteristicas, para o agrupamento infrafamiliar, até mesmo
em nivel infragenérico como € o caso de Allamanda.

Anatomicamente, epiderme de cada teca € uniestratificada, com células de forma
variada e cuticula delgada. O endotécio é constituido por células alongadas, cujas paredes
apresentam espessamento secundario lignificado em forma de trabécula. Simdes (2006) ao
estudar a lignificacdo das anteras em representantes da tribo Mesechiteae Miers
(Apocynoideae), relatou que a formagéo dos “trilhos” para guiar o aparato bucal do polinizador
era decorrente, principalmente, do espessamento endotecial. Normalmente, a lignificacao
especializada estd ausente em Rauvolfioideae Kostel.,, Allg. (exceto em géneros de
Tabernaemontaneae G. Don) e Periplocoideae R. Br. ex Endl., enquanto nas demais
subfamilias a lignificacdo esta presente, podendo ocorrer em diferentes regides da antera
como na parte apical, basal ou em toda a sua extensao (Endress & Bruyns, 2000). O padrao
de lignificacdo observado em Allamanda é diferente da lignificacdo observada em espécies de
Apocynoideae, Asclepiadoideae e Secamonoideae. Em nenhuma regido da antera ha uma
concentracado espacial deste espessamento secundario para formar os “trilhos” que auxiliam
no processo de polinizacao, justificando a manutencédo de Allamanda em Rauvolfioideae. Este
espessamento parietal do endotécio, provavelmente, atua somente como um tecido mecéanico

no processo de deiscéncia da antera.

Conclusoes
As flores de Allamanda sao do tipo infudibuliforme com o tubo inferior mais curto, em

relagdo ao tubo superior, apenas em A. schotti. Os tricomas unicelulares supra e
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infrastaminais possuem, entre eles, diferencas na sua morfologia e distribuicao espacial,
porém sao similares entre as quatro espécies. Os estames sao epipétalos com filete curto
ornamentado com tricomas unicelulares agrupados na porcdo mais apical em A. cathartica e
A. puberula e esparsos em A. laevis e A.schottii. As anteras estdo agrupadas em forma de
cone acima da cabeca do estilete, sem formar ginostégio, com quatro sacos polinicos férteis e
dois apéndices basais estéreis denominados de asas. Os apéndices apicais das anteras,
formados por projecées do conectivo, sdo morfologicamente diferentes nas quatro espécies
com potencial taxondmico relevamente na separacao interespecifica. Nas quatro espécies, a
lignificacdo ocorre de forma homogénea em todo o tecido que constitui o endotécio, inclusive
nos apéndices basais estéreis, resultado este que corrobora a manutencao de Allamanda em
Rauvolfioideae.

Tabela 02: resumo geral das semelhangas e diferengas entre as espécies de Allamanda
(Apocynaceae) investigadas no presente estudo.

4 sacos Base Apéndice Lignificacao  Tricomas Ginostégio
Espécies polinicos Sagitada apical especializada filete
férteis Estéril das anteras
A. carthatica X X X _ X _
A. schottii X X X _ X _
A. laevis X X X _ X _
A. puberula X X X _ X _
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Capitulo i

Morfoanatomia de Nectario e Gineceu em Allamanda L. (Apocynaceae)

Introducao

A familia Apocynaceae apresenta grande variacao floral, formando estruturas unicas e
complexas dentro das angiospermas, como a cabeca do estilete e a adnagao do androceu e
gineceu formando o ginostégio. Esta complexidade morfolégica floral encontrada na familia
faz com que os mecanismos de polinizacdo sejam bastante especializados, tais como forte
hercogamia e apresentacédo secundaria de pélen (Fallen, 1985, 1986; Yeo 1993, Araujo et al.,
2011), o que aumenta a complexidade floral e o nivel de especializacao dos polinizadores.

Na familia, a presenca de nectario ndo € universal, sendo a auséncia uma provavel
condicao plesiomérfica em Rauvolfioideae, confirmado pela filogenia (Endress et al., 1996).

Duas origens do nectario foram relatadas para Apocynaceae: apendicular (Gomes,
2006; Gomes et al., 2008) e receptacular (Galetto, 1997), sendo que em Rauvolfioideae e
Apocynoideae podem ocorrer as duas formas de origem de nectarios.

O nectario pode ocorrer na forma de um espessamento da base do ovario, na forma de
lobos ou anel circundando o mesmo, sendo bastante variavel quanto a sua origem, forma e
posicdo. Também pode ser extra ovariano, como em Asclepiadoideae, de natureza diversa e
ndao homoélogo aos situados na base do ovario (Woodson & Moore, 1938; Rao & Ganguli,
1963; Endress & Bruyns, 2000; Gomes, 2008).

Na maioria dos tratamentos taxonémicos, sdo denominados de disco nectarifero
(Woodson e Moore, 1938; Pichon, 1948; Allorge, 1976; Ezcurra, 1981; Sakane & Shepherd,
1986; Moralles, 1999; Kinoshita, 2005), porém referir como forma de anel corresponde melhor
a forma desenvolvida por esta estrutura ao redor do ovario (Simdes, 2000).

O nectario basalmente anelar que contorna o ovario € frequentemente bilobado ou
pentalobado no seu apice (Woodson & Moore, 1938). Em Rauvolfioideae, este tipo de nectario
€ comum, podendo se apresentar com o apice lobado ou nao, contudo, dois nectéarios alternos

aos dois carpelos e zona nectarifera no ovario também foram evidenciados em algumas
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espécies desta subfamilia, especialmente na tribo Vinceae (Woodson & Moore, 1938; Allorge,
1976).

Gomes (2006) sugeriu uma provavel tendéncia evolutiva para a estruturacdo do
nectario em Apocynaceae baseada em estudos ontogenéticos. Segundo esta autora as zonas
nectariferas do ovario teriam se tornado mais salientes, evoluindo para a forma anelar, que
gradativamente aumentaria o grau de divisdo da estrutura em lobos até se tornarem
profundamente pentalobados, culminando na supressao de trés lobos. Esse processo de
supressao teria originado os nectarios na forma de dois lobos alternicarpelares. A hipétese de
Gomes (2006) vai de encontro as ideias de Woodson & Moore (1938), que sugeriram uma
origem derivada de nectarios anelares a partir de dois ou cinco nectarios livres entre si na
base do ovario.

Desde muito tempo o gineceu tem sido utilizado para separacdo de taxons. Linnaeus
(1753) e Andanson (1768) separaram grupos baseando no numero de carpelos. Para
separacao infrafamiliar em Apocynaceae, Jussieu (1789) usou o carater fusao carpelar e De
Candolle (1844) o numero de léculos do gineceu. Outros autores como Gray (1878),
Schumann (1895) e Woodson (1930) também utilizaram caracteristicas do gineceu para
caracterizar tribos e subfamilias.

Uma das caracteristicas de Apocynaceae é a predominancia de dois carpelos livres
(apocarpia) na porcao ovariana. Contudo, sincarpia parcial e total do ovario também estéao
presentes em alguns representantes desta familia, podendo ocorrer gradacao dentro de um
mesmo género (Koch et al., 2002).

Fahn (1990) e Weberling (1992) descreveram dois padroes de fusdao carpelar,
congénita (desenvolvimento a partir de um anel continuo) e pés-génita (dois primoérdios
carpelares que se fundem ao longo do desenvolvimento floral). Endress et al. (1996) também
descreveram os estados de carater como congenitamente sincérpico e pds-genitamente
sincarpico, sugerindo que a sincarpia seria uma condicao apofomorfica na familia. Gomes
(2008) descreveu uma terceira possibilidade para a sincarpia em Apocynaceae, denominando
de sincarpia de origem mista (origem inicial congenitamente sincarpica, e outra distal, pos-
genitamente conata). Este tipo de sincarpia ja havia sido relatado por Falen (1985) ao estudar
a ontogenia do gineceu em Allamanda. A condicao de sincarpia congénita, com ovario 1-

locular e placentacdo parietal, ja era considerada como a condicdo “primitiva” em
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Apocynaceae desde De Candolle (1844), hipbtese esta que foi amplamente aceita por outros
pesquisadores na familia, como Schumann (1895), Pichon (1948, 1950) e Leeuwenberg
(1994). Estudos filogenéticos indicam que a apocarpia é a condigcdo plesiomérfica em
Apocynaceae, a partir da qual a sincarpia do tipo congénita e pds-génita evoluiram de forma
convergente repetidas vezes, especialmente em Rauvolfioideae. Este padrdo ja havia sido
proposto, embora de forma pouco conclusiva, em Potgieter & Albert (2001) e foi melhor
explorado por Simdes et al. (2007).

Outras variacoes do ovario em Apocynaceae sao a sua posicao no receptaculo floral e
a simetria entre os carpelos. Em Apocynaceae s. str., Woodson e Moore (1938) descreveram
as espécies como portando ovario supero, porém esta ndo € uma condicao universal na
familia. Ha espécies que apresentam ovario semi-infero como é caso de representantes das
tribos Plumerieae e Apocyneae (Endress & Bruyns, 2000; Alvarado-Céardenas & Ochoterena,
2007).

O ovario pode apresentar ou nao diferenca entre os carpelos em uma mesma flor, tanto
em gineceu apocarpico quanto em gineceu sincarpico, variando assim entre anisocarpelar,
condicao encontrada em cerca de 60% das espécies de Rauvolfioideae, ou isocarpelar,
encontrada em cerca de 70% das espécies de Apocynoideae. A condi¢do isocarpelar é
considerada derivada da condicao anisocarpelar (Endress et al., 1996; Gomes, 2008).

A unido congénita ou pds-génita dos carpelos em Apocynaceae origina a cabeca do
estilete, um espessamento no apice do estilete que pode ter a forma cilindrica, fusiforme,
umbraculiforme, claviforme, cénica, capitada ou pentagonal, com &pice inteiro ou mais
comumente possuindo dois apéndices livres (Endress et al., 1983). Esta estrutura é revestida
por uma epiderme secretora produtora de substancia adesiva (polenkitt) (Walker, 1975;
Fallen, 1983; 1986; Sakane & Shepherd, 1986), responsavel pelo transporte do pdlen e, de
grande importancia para o sistema de polinizagdo (Fallen, 1986; Endress, 1994; Koch et al.,
2002).

Este 6rgao recebeu diferentes denominacdes por diferentes autores como, estigma
(Leite, 1975), cabeca do pistilo (Zarucchi et al.,, 1995), cabec¢a do ginostégio (Pirani, 2003),
clavuncula (Allorge, 1976; Fallen, 1986; Sakane & Shepherd, 1986). Todavia, estas
denominacdes cairam em desuso porque nao descrevem a estrutura corretamente. Por

exemplo, estigma é a zona receptiva € nao corresponde a toda extensao da cabecga do
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estilete na maioria das espécies de Apocynaceae (Fallen, 1986) e, nem sempre a forma é de
clava para chamar de clavincula.

Fallen (1986) hipotetizou uma progressao evolutiva em relagdo aos tipos estruturais da
cabeca do estilete dentro da familia Apocynaceae. Nesta sequéncia hipotética, as formas
morfologicamente mais simples, sem compartimentaliza¢ées, totalmente recobertas por uma
camada de células epidérmicas secretoras e sem adnacao a qualquer verticilo floral seriam a
condicao plesiomorfica, a partir da qual formas morfologicamente mais complexas, com
diferentes graus de compartimentalizagdo e organizacdo dos tricomas secretores derivaram.
Exemplos de compartimentalizacdo da cabecga do estilete € a presenca de anel de tricomas
nas suas regides apical, e a presenca de colar membranoso na transicdo com o estilete, com
a regido receptiva localizada abaixo do colar basal (Fallen, 1986).

Em Rauvolfioideae, ha evidéncias de que a condicdo ancestral seja a auséncia de
especializacdo da cabeca do estilete, apresentando formato cilindrico a fusiforme, com
revestimento homogéneo de tricomas secretores, auséncia de anel basal ou anel de tricomas
apical. Contudo, dentro desta subfamilia ocorrem cabegas do estilete tanto morfologicamente
simples quanto com diferentes graus de diferenciacdo, mesmo dentro de um mesmo clado
como em Aspidospermeae, Vinceae, Tabernaemontaneae, Melodineae, Alyxieae e
Plumerieae (Simdes et al., 2007). Quando diferenciada, ha a presenca de um anel apical
abaixo da regiao dos apéndices apicais, uma regiao mediana secretora e/ou um colar basal.
Quando o colar basal esta presente, a regido receptiva fica abaixo desta estrutura. Quando
nao ha diferenciacdo, a regido receptiva se estende ao longo de toda a cabeca do estilete,
menos na porgao dos apéndices apicais. Entretanto, em nenhum dos seus representantes ha
a presenca de retinaculo para a formacao do ginostégio, diferindo das demais subfamilias
(Endress & Bruyns, 2000; Simbes et al., 2007).

Fallen (1985) ao analisar o desenvolvimento do gineceu junto com outras
caracteristicas sugeriu que Allamanda ocupasse um lugar isolado dentro de Apocynaceae, por
apresentar caracteristicas Unicas que o distingue de outros géneros: como sincarpia unilocular
de origem mista, fruto seco capsular deiscente e peculiaridade da morfologia da cabeca do
estilete. Todavia, as espécies de Allamanda possuem caracteres compartilhados com outras

tribos, como sementes aladas, glandulas calicinais, anteras com lignificacdo néo
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especializada e subsséseis, o que dificulta a determinacdo de seu posicionamento em
Apocynaceae.

O presente estudo tem por objetivo analisar morfoanatomicamente o nectario e o
gineceu (ovario e cabeca do estilete) de espécies de Allamanda, além de realizar testes
histoquimicos para evidenciar as principais classes quimicas de metabdlitos encontrados na
secrecao da cabeca do estilete. Os resultados obtidos contribuirdo assim para um melhor
entendimento das estruturas florais para este género, além de fornecer caracteres que podem

ser Uteis para a filogenia e sistematica de Plumerieae e Rauvolfioideae.

Materiais e métodos
Material Botanico

Para a realizacao deste trabalho foram utilizadas flores em antese de A. cathartica L, A.
laevis Markg, A. puberula A.DC. e A. schottii Pohl., coletadas a partir de individuos localizados
no Campus da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) (A. schottii e A cathartica),
Grao Mogol-MG (A. puberula) e regiao de Medina-MG (A. laevis). Os exemplares foram
identificados pela primeira autora e a identificagcdo posteriormente confirmada pelo Prof. Dr.
André O. Simdes. Os materiais testemunho foram herborizados e incorporados ao Herbario
UEC.

Tabela 01: Dados de coleta das espécies de Allamanda L. (Apocynaceae).

Espécie Localidade Nome e n°coletor Data Numero do coletor

A. cathartica Campinas, Kotovski E.R. 20/06/2011 4
Unicamp, SP

A. laevis Medina, MG Kotovski E.R. et al. 26/02/2012 2

A. puberula  Grao Mogol, MG Kotovski E.R. et al. 26/02/2012

A. schottii Campinas, Kotovski E.R. 20/06/2011 3
Unicamp, SP

Estudo anatomico

Flores em antese foram isoladas do material previamente coletado e fixado em FAA 50
(formaldeido, acido acético e élcool etilico 50% na proporcéao 1:1:18 (Johansen, 1940)).

Devido ao grande tamanho as flores destas espécies, foram separadas em duas uma
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porcdes: uma basal (regidao do nectario e ovario) e uma apical (regiao da cabeca do estilete)
com o comprimento de aproximadamente 1cm cada. O material foi previamente desidratado
pela série butilica até a concentragdo de 100% (Johansen, 1940) e inclusdo em paraplast.
Ap6s o emblocamento foram feitos seccionamentos em micrétomo rotativo Leica. Cortes
seriados transversais e longitudinais foram obtidos com 12um de espessura, montados em
laminas e corados com Safranina alcoodlica 1% e Azul de Astra 1% (Gerlach, 1984). As
laminas permanentes foram montadas com resina sintética Permount e observadas em
microscopio Olympus BX51. As imagens em alta resolu¢cdo dos aspectos considerados
relevantes foram obtidas em camera digital DP72 acoplada ao microscépio, € as pranchas de

ilustragoes montadas com o uso do software Corel Draw X5.

Histoguimica

Para o estudo histoquimico, foram separadas laminas, desparafinizadas e sem corar,
com cortes longitudinais da cabeca do estilete, fixados em FAA 50 (formaldeido, acido acético
e alcool etilico 50% na proporcao 1:1:18 (Johansen, 1940)). Os tratamentos feitos para a
deteccao de presenca dos principais compostos quimicos foram: Vermelho de Ruténio para
mucilagens acidas (Gregory & Baas1989), reacdo PAS (Periodic-Acid-Schiff reation) para
polissacarideos totais (Jensen, 1962), Preto de Sudado e Sudao IV para lipideos totais
(Pearse, 1968), Azul de Alcido para mucopolissacarideos acidos. As laminas foram montadas
em gelatina glicerinada e observadas em microscopio Olympus BX51. Os nectarios foram
submetidos ao Reagente de Lugol para detectar presenca de amido. As imagens em alta
resolucdo dos aspectos considerados relevantes foram obtidas em camera digital DP72
acoplada ao microscépio, e as pranchas de ilustracbes montadas com o uso do software
Corel Draw X5.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a analise micromorfolégica, o material fixado em FAA 50 (formaldeido, acido
acético e alcool etilico 50% na proporcao 1:1:18 (Johansen, 1940)) foi desidratado em série
etilica até 100%, seco pelo método de ponto critico, montado em suporte e submetido a
metalizacdo com ouro. As observacoes e registros de imagens foram efetuados em MEV Jeol
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JSM 5800 LV a 10kV, com camera digital acoplada. As pranchas de ilustracbes montadas

com o uso do software Corel Draw X5.

Resultados

Um anel nectarifero conspicuo esta localizado ao redor do ovario nas quatro espécies,
sendo particularmente desenvolvido em A. schottii (Figs. 01-04). Este anel é livre desde a
base até o apice, com cinco lobos apicais bem definidos, profundamente pentalobado em A.
schottii, e levementente pentalobado em A. laevis, A. cathartica e A. puberula (Figs. 10, 17,
23, 28). Em A. laevis, a regiao do nectario localizado na mesma dire¢éo ao da linha de sutura
entre o0s carpelos, apresenta uma profunda invaginacdo da parede (Figs. 01,14-16).
Morfologicamente, o nectario em A. schotti apresenta a base mais estreita e o corpo
nectarifero mais globoso em relacdo ao nectario das demais espécies (Fig. 29). Nas quatro
espécies, a epiderme nao secretora do anel nectarifero é uniestratificada com uma fina
cuticula e apresenta diversos estdbmatos (Figs. 12, 19, 25, 30). A presenca de estdbmatos
circundados por células subsidiarias do tipo ciclocitico é evidenciada nas quatro espécies
(Figs. 05-07). Em nectérios totalmente desenvolvidos, os estbmatos estdo projetados acima
do nivel das células epidérmicas, porém variando quanto a sua quantidade e distribuicdo. Os
estbmatos sdo numerosos e distribuidos em toda a superficie nectarifera em A. schottii,
conferindo um aspecto verrugoso ao anel nectarifero (Fig. 04). Em A. laevis, os estdmatos
também s&o numerosos, porém distribuidos na por¢cdo mais apical do nectério (Fig. 01). Em
A. cathartica e A. puberula, os estdmatos sdao poucos e esparsamente distribuidos na porcéao
apical (Figs. 02 e 03). O parénquima nectarifero é constituido por células pequenas de parede
fina, nucleo grande e citoplasma denso, com graos de amido na fase secretora e laticiferos de
parede pecto-celuldsica levemente espessa, formato cilindrico, muitas vezes ramificado, com
diversos nucleos, distribuidos no tecido fundamental (Figs. 12, 24, 25). O tecido vascular do
nectario € composto por feixes vasculares que circundam toda a extensdo desta estrutura
(Figs. 08, 14, 20, 26).
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Tabela 02: caracteristicas morfolégicas e histoquimica do nectario em espécies Allamanda estudadas.

Espécies
Nectario A.laevis A. puberula A. schottii A.cathartica
Levemente Levemente Profundamente Levemente
Tipo pentalobado com pentalobado pentalobado pentalobado

duas invaginacoes

opostas entre si.

Quantidade de | Poucos Poucos Muitos Poucos

estomatos

Localizagao dos Por¢cdo mais apical Por¢cdo mais apical Em toda a Porcéo mais

estomatos do nectario do nectario superficie do apical do nectario
nectario

Reacao de Lugol + + + +

O gineceu ¢é bicarpelar (Figs. 01-04) e unilocular com placentacao parietal, portando
duas fileiras de évulos ao longo de cada sutura carpelar (Figs. 10, 17, 21 , 27). Dois estiles
filiformes fundidos e longos se estendem até a regido apical do tubo inferior da corola,
formando uma estrutura apical denominada de cabeca do estilete, logo abaixo das anteras.

Anatomicamente, as quatro espécies apresentam a mesma estruturacao celular no
ovario, variando apenas no niumero de camadas do mesofilo e na quantidade de laticiferos. A
parede do ovario possui uma epiderme externa uniestratificada, nucleos evidentes basais,
citoplasma com aspecto denso e cuticula delgada (Figs. 11, 18, 25, 31). Estématos foram
observados em toda a superficie do ovario apenas em Allamanda laevis (Fig. 01).

O mesofilo ovariano é formado por abundantes camadas compactas de parénquima
constituidas por células pequenas de paredes pecto-celuldsicas delgadas, nucleo evidente e

citoplasma de aspecto denso. Entre as células parenquimaticas estdo dispersos feixes
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vasculares e muitos laticiferos. Os laticiferos sdo células bem destacadas no tecido
fundamental por apresentarem parede pecto-celulésica levemente espessa, formato cilindrico,
muitas vezes ramificado, e diversos nucleos (Figs. 11, 13, 18, 24, 31). O sistema vascular do
ovario consiste de feixes vasculares indistintos que circundam toda a estrutura ovariana,
sendo mais desenvolvidos os marginais, préximos a regiao de da sutura. Na regidao de uniao
dos carpelos nota-se uma linha, pouco proeminente, constituida de células parenquimaticas
de paredes bem justapostas, que se estende da epiderme externa até a placenta. Proximos
as linhas de deiscéncia estao localizados feixes vasculares marginais (Figs. 09, 16, 20, 26). A
epiderme interna do ovario é unisseriada e revestida por cuticula delgada possuindo células
levemente alongadas de citoplasma e nucleo evidentes.

Em nenhuma das quatro espécies, a cabeca do estilete apresenta adnagédo as anteras
ou a qualquer outro verticilo floral. Morfologicamente, se caracterizam por apresentar um
corpo cénico dividido em trés regides morfofuncionais (Figs. 37-40, 45, 50, 55, 60). A primeira
regido € constituida por um par de apéndices apicais, com células epidérmicas nao
secretoras. Estes apéndices apicais sdo variaveis nas quatro espécies quanto a forma,
tamanho e o formato das células epidérmicas (Figs. 41-44). Em A. cathartica, sao achatados
dorsiventralmente, alongados com &pice arredondado, com células mais ou menos
isodiamétricas (Figs. 44, 60-61). Em A. laevis, estes apéndices sao dilatados, compressos
dorsiventralmente e de aspecto rugoso (Figs. 43, 50-51). Allamanda puberula (Figs. 42, 45-46)
€ morfolgicamente similar a A. cathartica, porém as células epidérmicas sédo papilosas. Em A.
schottii, sédo curtos, conicos e também compressos dorsiventralmente (Figs. 41, 55-56).

A segunda regiao constitui o corpo principal cénico (Figs. 45, 50, 55, 60), sendo por sua
vez dividido em trés porgdes: 01- porcao superior revestida por um anel apical de tricomas
bem alongados, sendo que em A. puberula sdo proporcionalmente mais longos em relacéo as
outras trés espécies, com base celular alargada onde o nucleo esta presente (Figs. 37-40, 45,
50, 55, 60); 02-por¢gao mediana onde se localizam os tricomas secretores, com base celular
alargada onde o nucleo estéa localizado, sendo mais curtos em A. laevis (Figs. 45, 48, 50, 53,
55, 58, 60, 63) e; 03-porcao inferior constituida por um anel basal de epiderme alongada
justaposta. O anel basal € morfologicamente diferente nas quatro espécies (Figs. 37-40). Em
A. schottii (Figs. 39, 55, 59) e em A. laevis (Figs. 38, 50,54) o eixo central parenquimatico

abaixo do anel basal se expande para a periferia formando proje¢cées arredondadas nas
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células epidérmicas justapostas do anel basal, apresentando proje¢cdes onduladas na borda,
contornando todo o anel, porém nesta ultima espécie este anel basal é proporcionalmente
menor em relagdo a A. schottii. Em A. cathartica (Figs. 40, 60, 64) e em A. puberula (Figs. 37,
45, 49) o nucleo parenquimatico se prolonga para a periferia formando projecées agudas nas
células epidérmicas justapostas em todo o contorno do anel, sendo mais expressivo em A.
puberula.

A terceira regido, denominada regido estigmatica, € a parte receptiva da cabega do
estilete aos grdaos de pédlen alégenos, localizada abaixo do anel basal na transicdo com o
estilete (Figs. 37-40, 45, 50, 55, 60). Nas quatro espécies, ha uma gradacao no tamanho e na
distancia entre os tricomas formados pelas células epidérmicas (Figs. 37-40, 45, 50, 55, 60).
No anel apical, os tricomas sao os mais longos e mais esparsos, porém a medida que se
formam em direcdo aos apéndices apicais e a regidao mediana eles diminuem de tamanho e
mudam a sua conformacdo, dando origem abruptamente as células epidérmicas nao
secretoras e gradativamente aos tricomas secretores menos esparsos, respectivamente. A
medida que os tricomas secretores medianos se formam mais proximos da por¢do do anel
basal, vao se tornando mais préximos e mais longos até se tornarem justapostos.

Com relagédo ao angulo que estao dispostos os tricomas ao longo da cabeca do estilete,
nas quatro espécies, ha variagcao entre o anel apical, tricomas medianos e o anel basal. No
anel apical os tricomas estdo direcionados para cima em direcao as anteras. Os tricomas
medianos sdo perpendiculares ao corpo da cabecga do estilete e no anel basal a epiderme
esta direcionada ao ovario da flor (Figs. 37-40, 45, 50, 55, 60).

O corpo cbnico parenquimatico da cabeca do estilete € constituido por células
heterodimensionais de parede delgada, sem idioblastos. Préximo aos feixes vasculares, as
camadas de células parenquimaticas seguem a mesma orientacao desses feixes. Também
sd0 maiores e mais alongadas a medida que se aproximam da periferia do anel basal. Dois
feixes vasculares concéntricos se estendem desde o inicio do estilete filiforme até o apice da
cabeca do estilete, bifurcando e direcionando um feixe vascular para cada um dos apéndices
apicais, apresentando apenas elementos traqueais no apice desses apéndices, vistos nos
cortes transversais e longitudinais (Figs. 45-46, 50-51, 55-56, 60).

Os testes histoquimicos realizados para a cabeca do estilete confirmaram a presenca

de compostos lipidicos totais (Figs. 65-76), polissacarideos acidos (Figs. 77-84),
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polissacarideos totais (Figs. 85-88) e mucilagem acida (Figs. 90-93), submetidos aos testes
de Preto de Sudao, Sudao IV, Azul de Alciao, PAS e Vermelho de ruténio, respectivamente.
Estes compostos, igualmente presente em todas as espécies, sdo evidenciados tanto no
interior dos tricomas do anel apical e dos tricomas medianos quanto no meio extracelular. As
células epidérmicas justapostas do anel basal ndo coraram com nenhum dos testes

histoquimicos aqui aplicados, caracterizando sua natureza nao secretora.
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Figuras 01-07: Miscroscopia Eletronica de Varredura (MEV) do nectario e ovario em espécies de
Allamanda L. (Apocynaceae). 01-04: vista geral do nectario e do ovario. 01-A. laevis; 02-A. puberula
e 03-A. cathartica; 04-A. schottii. Figuras 05-07: Detalhes dos estdmatos de Allamanda schottii.
Observar os estbmatos acima do nivel epidérmico e as células subsidiarias. Est e setas=Estdmatos;

Nec=Nectario; O=Ovario; Sut=Sutura.
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Figuras 08-13: Seccoes anatémicas do nectario e do ovario em flores de Allamanda puberula
(Apocynaceae). 08 e 09-Seccao transversal em diferentes alturas do nectario. 10-seccao longitudinal
evidenciando a localizacdo do nectario e do ovario na flor. 11-Detalhes do nectario e ovario. 12-
Nectario em maior aumento. 13-Detalhes dos laticiferos do ovario. 10-13: coetes longitudinais. Cal=
Célice; Cor=Corola; Ep=Epiderme; Epc=Epiderme da corola; Epo=Epiderme do ovario;
Est=Estomatos; FV=Feixe vascular; Lat e seta=Laticifero; Nec=Nectario; OV=Ovario; Ovu=Ovulo. 08-
10. 200 pm; 11. 50 um; 12, 13. 20 pm
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Figuras 14-19: Secc6es anatomicas do nectario e do ovario em flores de Allamanda laevis
(Apocynaceae). 14-16-Seccao transversal em diferentes alturas do nectario. 17-seccao longitudinal
evidenciando a localizagdo do nectario e do ovario na flor. 18-Detalhes da organizacao celular do
nectario e ovario. 19- maior aumento do nectario. Corte longitudinal: 17-19 Cal= Calice; Cor=Corola;
Ep=Epiderme; Epc=Epiderme da corola; Epo=Epiderme do ovario; Est=Estdmatos; FV=Feixe
vascular; Lat e seta=Laticifero; Nec=Nectario; OV=Ovario; Ovu=Ovulo; S=Sutura ovariana. 14-17. 200
um; 18.100 pum; 19. 50 um.
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Figuras 20-25: Secc6es anatomicas do nectario e do ovario em flores de Allamanda cathartica
(Apocynaceae). 20-22-Seccao transversal em diferentes alturas do nectario. 24-seccao longitudinal
evidenciando a localizacdo do nectario e do ovario na flor. 25-Detalhes do nectério e ovario. 19-maior
aumento do nectéario. Corte longitudinal: 23-25. Cal= Calice; Cor=Corola; Ep=Epiderme;
Epc=Epiderme da corola; Epo=Epiderme do ovario; Est=Estdématos; FV=Feixe vascular; Lat e
seta=Laticifero; Nec=Nectario; OV=Ovario; Ovu=Ovulo; S=Sutura ovariana. 20-22. 500 um; 23, 24.
200 pm; 25. 50 pm.
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Figuras 26-31: Seccoes anatdomicas do nectario e do ovario em flores de Allamanda schottii
(Apocynaceae). 26-27-Seccao transversal em diferentes alturas do nectario. 28-sec¢édo longitudinal
evidenciando a localizagdo do nectario e do ovario na flor. 29-Detalhes do nectario e ovario. 30-maior
aumento do nectarifero. 31-Detalhes do ovario. Corte longitudinal: 28-31. Col=Coléter; Cor=Corola;
Ep=Epiderme; Epc=Epiderme da corola; Epo=Epiderme do ovario; Est=Estématos; FV=Feixe
vascular; Lat e seta=Laticifero; Nec=Nectario; OV=0Ovario: Ovu=Ovulo; S=Sutura ovariana. 26-29. 200

pm.
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Figuras 32-36: Seccoes longitudinais de nectarios de Allamanda L. (Apocynaceae) submetidos
ao teste histoquimo com Lugol. 32 e 33-A. schottii; 34-A. cathartica; 35-A. puberula; 36-A. laevis.

Setas indicam os granulos de amido e os cirlulos indicam os estématos.
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Figuras 37-44: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) da cabec¢a do estilete em flores de
espécies de Allamanda L. (Apocynaceae). 37-40, vista geral da cabeca do estilete. Figuras 41-44,
detalhes dos apéndices apicais. Figuras 37 e 42-Allamanda puberula; 38 e 43-Allamanda laevis; 39 e
41-Allamanda schottii; 40 e 44-Allamanda cathartica. AnA=Anel apical; AnB=Anel basal;
AP=Apéndices apicais; Cel=Células epidérmicas; P; S=secrecdo; Tm=Tricomas medianos e

circulos=Polen; regiao receptiva (estrela).
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Figuras 45-49: Seccoes anatomicas da cabeca do estilete de Allamanda puberula
(Apocynaceae). 45-Vista geral em seccgao longitudinal da cabeca do estilete. 46-Seccao transversal
dos apéndices apicais. 47-Seccao transversal do anel apical secretor; 48-Seccao transversal dos
tricomas medianos. 49-Seccao transversal do anel basal. Observar as projecées formadas pela
expansao das células parenquimaticas (circulo). Aap=Apéndices apicais da cabeca do estilete;
AnA=anel apical; AnB=anel basal; CJ=Células justapostas; Ep=Epidérme; FV=Feixe vascular;
Par=Parénquima; S=Secrecdo; Tm=Tricomas mediano; X e Setas indicando o xilema. RA=regiao
apical; RM=Regidao mediana; RB=regido basal. 45. 200 um; 46. 50 um; 47-49 100 um.
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Figuras 50-54: Seccoes anatomicas da cabeca do estilete de Allamanda laevis (Apocynaceae).
50-Vista geral em secgda longitudinal da cabeca do estilete. 51-Seccéo transversal dos apéndices
apicais. 52-Seccao transversal do anel apical secretor; 53-Secc¢ao transversal dos tricomas medianos.
54-Seccao transversal do anel basal. Aap=Apéndices apicais da cabeca do estilete; AnA=anel apical;
AnB=anel basal; CJ= Células justapostas; Ep=Epidérme; FV=Feixe vascular; Par=Parénquima;
S=Secregao; Tm=Tricomas mediano; X e Setas indicando o xilema. RA=regiao apical; RM=Regiao
mediana; RB=regi&o basal. 50, 54. 200 yum; 52, 53. 100 pm.
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Figuras 55-59: Seccoes anatomicas da cabeca do estilete de Allamanda schottii (Apocynaceae).
55-Vista geral em seccgao longitudinal da cabeca do estilete. 56-Seccéo transversal dos apéndices
apicais. 57-Seccao transversal do anel apical secretor; 58-Secc¢ao transversal dos tricomas medianos.
59-Seccao transversal do anel basal. Aap=Apéndices apicais da cabeca do estilete; AnA=anel apical;
AnB=anel basal; Ant=Antera; CJ= Células justapostas; Ep=Epidérme; Est=Estilete; Estrela=Regiao
receptiva; Fi=Filete; FV=Feixe vascular; Par=Parénquima; S=Secrecao; TA=Tricomas do anel apical;
TI=Tricomas infrastaminais; Tm=Tricomas mediano;TS=Tricomas suprastaminais; X e Setas
indicando o xilema. RA=regido apical; RM=Regido mediana; RB=regido basal. 55.500 um; 56. 50 um;
57,58. 100 um; 58. 200 pm.
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Figuras 60-64: Seccoes anatomicas da cabeca do estilete de Allamanda cathartica
(Apocynaceae). 60-Vista geral em seccoa longitudinal da cabeca do estilete. 62-Seccao transversal
do anel apical secretor; 63-Seccao transversal dos tricomas medianos. 64-Seccao transversal do anel
basal. Observar as projecdes periféricas (circulo) Aap=Apéndices apicais da cabeca do estilete;
AnA=anel apical; AnB=anel basal; Ant=Antera; CJ= Células justapostas; Ep=Epidérme; Est=Estilete;
Estrela=Regiéo receptiva; Fi=Filete; FV=Feixe vascular; Par=Parénquima; S=Secrec¢do; TA=Tricomas
do anel apical; Tm=Tricomas mediano;TS=Tricomas suprastaminais. RA=regido apical; RM=Regiao
mediana; RB=regido basal. 60. 500 um; 61. 20 um; 62, 64. 200 um; 63. 100 pum.
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Figuras 65-70: Seccoes longitudinais da cabeca do estilete em espécies de Allamanda L.
(Apocynaceae) coradas pela técnica de Preto de Sudao B. Resultado positivo para Lipideos totais.
65 e 66-A. laevis; 67-A. schottii; 68-A. cathartica; 69 e 70- A. puberula. Setas indicando secrecéo

extracelular.
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Figuras 71-76: Seccoes longitudinais da cabeca do estilete em espécies de Allamanda L.
(Apocynaceae) coradas pela técnica de Sudao IV. Resultado positivo para Lipideos totais. Figuras
71- A. puberula; 72-A. catharticas; 73 e 74-A. schottii; 75 e 76-A. laevis. Setas indicando secrecao

extracelular.
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Figuras 77-84: Seccoes longitudinais da cabeca do estilete em espécies de Allamanda L.
(Apocynaceae) coradas pela técnica de Azul de Alcidao. Resultado positivo para
mucopolissacarideos acidos. Figuras 77 e 78- A. laevis; 79 e 80-A. schottii; 81 e 82-A. cathartica; 83 e

84-A.puberula. Setas indicando secrecao extracelular.
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Figuras 85-88: Seccoes longitudinais da cabeca do estilete em espécies de Allamanda L.
(Apocynaceae) coradas pela técnica de PAS. Resultado positivo para polissacarideos totais. Figuras
85- A. laevis; 86-A. cathartica; 87 e 89-A. schottii; 88-A.puberula. Setas indicando secrecao

extracelular.

Figuras 90-93: Seccoes longitudinais da cabeca do estilete em espécies de Allamanda L.
(Apocynaceae) coradas pela técnica de Vermelho de Ruténio. Resultado positivo para mucilagem
acida. Figuras 90- A. laevis; 91-A. cathartica; 92-A. schottii; 93-A.puberula. Setas indicando secrecao

extracelular.
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Tabela 03: Resultados dos testes histoquimicos aplicados em cabeca do estilete em espécies de
Allamanda (Apocynaceae).

Tratamento Subtancia a ser Cabeca do estilete
histoquimico detectada _ - _
A.laevis  A. puberula A. schottii A.cathartica

Vermelho de | Mucilagens &cidas + + + +

Ruténio

Reacado PAS Polissacarideos totais + + + +

Sundao IV Lipideos totais + + + +

Preto de Sudao Lipideos totais + + + +

Azul de Alcido polissacarideos acidos + + + +
Discussao

Em Apocynaceae s.str. (Rauvolfioideae e Apocynoideae) é comum o nectério na forma
de anel, variando de linear a profundamente pentalobado. Em diferentes trabalhos é usual a
denominagcdo de disco nectarifero para descrever a morfologia do nectario (Woodson &
Moore, 1938; Pichon 1948a, b, c; Allorge, 1976; Ezcurra 1981; Huber, 1983; Sakane &
Shepherd, 1986; Middleton, 1994, 1997; Zarucchi et al., 1995; Judd et al., 1999; Morales,
1999; Kinoshita, 2005), porém referir como anel corresponde melhor a forma desenvolvida por
esta estrutura ao redor do ovario (Simoes, 2000).

O anel nectarifero encontra-se circundando o ovario e, segundo Fallen (1986), comeca
a se formar quando o ovario esta se desenvolvendo, sendo ambos distintos entre si. Estes
dados foram confirmados em Gomes (2006). No género Allamanda, o nectario € usado para
diferenciar espécies por apresentar variacao desde aneliforme e integro, ou mais ou menos
profundamente pentalobado (Sakane & Shepherd, 1986). Entre as quatro espécies estudadas,
€ possivel separar em trés grupos: 1) A. schottii; 2) A. laevis; 3) A. puberula e A. cathartica.

Em A. schotti o anel nectarifero é hipertrofiado e apresenta-se profundamente
pentalobado, enquanto nas demais espécies o nectario e a pentalobacdo é menos conspicua.
Porém em A. laevis ocorre uma profunda linha de invaginagdo da parede do nectério,

dividindo quase que completamente em duas por¢des, na mesma regiao da sutura do ovario
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em dois carpelos. Sakane & Shepherd (1986) ao estudar o género descreveram A. laevis e A.
puberula como sendo aneliformes e em nenhum momento fizeram referéncia a invaginacao
em A. laevis. Uma hipdtese para a diferenca dos resultados seria que, a sutil pentalobacéo
nestas duas espécies daria margem para uma denominagdo errada por estes autores.
Contudo a morfologia em A. laevis é facilmente vista.

Gomes (2008) sugeriu uma tendéncia evolutiva para a estruturagdo do nectario.
Segundo esta autora, a forma anelar gradativamente aumentaria o grau de pentalobacgéo até
se tornarem profundamente pentalobado, e posteriormente haveria a supressao de trés lobos
formando dois nectarios alternicarpelares, contrariando a hipétese de Woodson & Moore
(1938) que sugeriram que a forma anelar seria derivada de estrutura com dois ou cinco
nectarios na base do ovario. Seguindo a hipétese de Gomes (2008), A. schottii seria mais
derivada em relacao as outras espécies estudas. Mas afirmar esta hipétese com base apenas
em andlise das quatro espécies nao é prudente, visto que a diferenca do grau de
pentabolacdo em A. cathartica, A. laevis e A. puberula é muito sutil para sugerir que ha uma
derivagao dentro do género. Em A. schottii, a provavel diferenga no grau de pentalobagédo do
nectario pode ser decorrente do hipertrofiamento desta estrutura e ndo uma tendéncia
evolutiva para formar dois apéndices nectariferos, uma vez que, ndo ha indicio de

atrofiamento dos lobos do seu nectario para que isso ocorra.

Tabela 04: resultados comparativos quanto a morfologia do nectario de Allamanda (Apocynaceae)
entre o presente estudo e o estudo feito por Sakane & Shepherd (1986). Estrelas mostram os

resultados diferentes.

Tipos de nectarios

Espécies Meus resultados Sakane & Sherpherd (1986)
A. laevis Levemente pentalobado com duas invaginagbes opostas entre si. * Aneliforme

A. puberula Levemente pentalobado * Aneliforme

A. cathartica Levemente pentalobado Ligeiramente pentalobado
A. schottii Profundamente pentalobado Profundamente pentalobado
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A epiderme nectarifera nas quatro espécies apresenta estdmatos do tipo ciclocitico,
projetados acima do nivel das células epidérmicas, havendo uma diferenga na quantidade e
na forma como eles sdo distribuidos em relacdo a A. schottii e as demais espécies (de
numerosos e distribuidos em toda a superficie nectarifera & poucos e restrito a por¢ao apical).
Na familia esta variacao esta presente em diferentes espécies. Marasca (2008) descreveu
estbmatos principalmente na regido apical do disco nectarifero para Rauvolfia sellowii Mll.
Arg., Galetto (1997) e Rio (2006) também relataram a presenca de estdmatos na regiao
apical, contudo notaram estématos também na regido mediana do nectario em Mandevilla ssp
Lindl. e Forsteronia ssp G. Mey., respectivamente. Segundo Fahn (1979a), os estématos
estdo relacionados ao processo de liberagdo do néctar produzidos pelo parénquima
nectarifero e, esta também é a funcdo em Allamanda. Araujo et al., (2011) ao estudar a
fenologia reprodutiva, biologia floral e polinizacao de Allamanda blanchetii, A.DC. relataram
que a producao de néctar nesta espécie se inicia ainda no botédo floral (pré-antese) e cessa
quando a flor entra em antese.

Anatomicamente, 0 nectario ndo apresenta variacao estrutural entre as espécies. O
parénquima nectarifero € constituido, principalmente, por células pequenas de parede fina,
nucleo grande e citoplasma denso na fase secretora, como citados para outras espécies de
Apocynaceae (woodson & Moore, 1938; Walker, 1975; Toste et al., 2003; Watanabe, 2009;
Simoes et al., 2007). Os graos de amido encontrados no interior das células parenquimaticas
s&o substancias de reserva que estao relacionadas com a sintese de néctar por estas células.
O tecido vascular do nectario é composto por feixes vasculares com muitos laticiferos
proximos a estes e a medida que se aproximam do apice tornam-se constituido apenas por
elementos floematicos, como descritos por Woodson & Moore (1938).

Fallen (1985), ao analisar o desenvolvimento do gineceu junto com outras
caracteristicas, sugeriu que Allamanda L. ocupasse um lugar isolado dentro de Apocynaceae,
por apresentar, principalmente, sincarpia de origem mista, dando origem ao ovario unilocular
com placentacéao parietal.

Nas quatro espécies aqui analizadas, 0 gineceu € sincarpico, supero, bicarpelar e
unilocular, com sutura externa visivel decorrente da fusdo pds-génita como descrita por Fallen
(1985) para A. schottii. Woodson & Moore (1938) consideraram que a sincarpia unilocular,

como encontrados em Allamanda, seria uma condi¢cao derivada filogeneticamente de ovario
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sincarpico bilocular em Apocynaceae s. str. Ovario supero nao € universal em Plumerieae E.
Mey., pois os géneros Himatanthus Willd. ex Schult. in Roem. & Schult., Mortoniella Woodson
e Plumeria L. apresentam ovario semi-infero (Alvarado-Cardenas & Ochoterena, 2007).

A morfologia do ovario é variada nas espécies estudadas, porém também variam em
um mesmo individuo, ficando dificil usar este tipo de caracteristica morfolégica dos carpelos
para separa-las. Contudo a presenca de grande quantidade de estdmatos em A. laevis a
diferencia das demais espécies, cujos ovarios estdo desprovidos destas estruturas.

Endress et al. (1996) e Gomes (2008) descrevam duas condicées relevantes da
morfologia carpelar em um mesma flor, denominando-os de isocarpelar ou anisocarpelar. Em
Allamanda, mesmo sendo sincarpica, um dos lados que corresponde a um carpelo pode nao
atingir a mesma altura do outro carpelo como visto em A. schotti. Contudo, nas demais
espécies pode-se observar o padrao isocarpelar, que segundo Gomes (2008) corresponde a
40% em Rauvolfioideae. Vale lembrar que em ovarios apocarpicos o desenvolvimento
individual de cada carpelo tem mais chances de formar carpelos desiguais ao contrario do que
ocorre em ovario sincarpico como em Allamanda.

Anatomicamente, o ovario nao apresenta variacdo entre as espécies. Todas
apresentam parede do ovario com epiderme externa e interna unisseriadas, constituidas por
células com nucleos evidentes e cuticula delgada. Na epiderme externa nao ocorrem tricomas
como visto em algumas espécies de Apocynaceae, como Forsteronia velloziana (A. DC.)
Woodson (Simdes & Kinoshita, 2002) e Catharanthus roseus (Walker, 1975). O mesofilo
ovariano é formado por camadas de parénquima compacto de células pequenas, com parede
delgada, nucleo evidente, entre as quais estao dispersos feixes vasculares e muitos laticiferos
ramificados. O sistema vascular do ovario consiste de feixes vasculares pouco diferenciados,
circundando toda a estrutura ovariana, sendo mais desenvolvidos os marginais, proximos a
regido de sutura entre os carpelos.

Na regido de unido dos carpelos nota-se uma linha, pouco proeminente, constituida de
células parenquimaticas de paredes bem justapostas, que se estende da epiderme externa
até a placenta como descrito por Fallen (1986) e Aguiar (2009).

A cabeca do estilete € uma estrutura complexa que apresenta uma epiderme

especializada podendo se diferenciar em distintas zonas morfofuncionais e muito variaveis

133



quanto a sua forma, desde fusiforme, cilindrica, cénica até pentagonal, nos representantes da
familia Apocynaceae (Endress & Bruyns, 2000; Simdes et al., 2007).

Todas as espécies estudadas possuem cabeca do estilete morfologicamente complexa,
mas sem formar ginostégio, correspondendo ao tipo 02 estabelecido por Fallen (1986). A
auséncia de ginostégio € uma caracteristica predominante e sé ocorre em Rauvolfioideae
(Endress & Bruyns, 2000). Allorge (1976) e, mais recentemente, Gomes (2008) relataram a
presenca de adnacao entre androceu e gineceu em Allamanda, contudo as analises
anatémicas e de MEV realizados no presente trabalho demonstraram nao existir nenhuma
fusdo entre estas estruturas, apenas justaposicdo de partes do androceu e gineceu. Uma
provavel explicacao para a interpretacdo equivocada destas autoras pode ser decorrente da
proximidade entre os tricomas da cabega do estilete e as anteras. O anel apical possui
tricomas longos que acabam entrando em contato com os tricomas dos filetes proximos as
anteras. Além disso, a secrecao liberada pela cabeca do estilete possui aspecto pegajoso que
pode causar a adesao entre esses tricomas, dando a falsa impressdao de formacdo de um
retinaculo.

A cabeca do estilete apresenta um corpo principal cénico, dividido em trés regides
morfofuncionais: apical, corpo principal e regiao estigmatica. Corpo cbnico com anel apical e
anel basal é visto também em Kopsia fruticosa (Ker Gawl.) A. DC. (Vinceae), sendo muito
parecido com a morfologia de Allamanda, porém sem apéndices apicais (Fallen, 1985, 1986).

A primeira regidao é constituida por um par de apéndices apicais com células
epidérmicas ndo secretoras, comum na familia, vistos desde as subfamilias mais basais como
em Rauvolfioideae até nas mais derivadas como em Asclepiadoideae (Endress &Bruyns,
2000). Em Allamanda é a unica regidao do gineceu que nao sofreu fusdo (Gomes, 2008).
Estes apéndices sdo morfologicamente variaveis até mesmo entre espécies de um mesmo
género, como em Allamanda, onde cada uma das espécies apresenta diferencas tanto na
forma da estrutura do corpo quanto na morfologia das células epidérmicas, Uteis para a
taxonomia dentro do género. Além disso, € a regido onde os graos de polen da flor sédo
depositados no final da pré-antese (Araujo et al., 2011).

A segunda regiao é dividida em trés porcoes: anel apical, tricomas secretores medianos
e anel basal. Esta organizacdo demonstra a alta complexidade que o género Allamanda

apresenta, diferindo de outras espécies presente em tribos de Rauvolfioideae como
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Ancylobotris scandens, Geissospermum laevis (Vell) Miers, Alyxia clusiophylla Guill., Hunteria
eburnea Pichon, Landolphia kirkii Dyer, Saba comorensis (Boj.) Pichon e Tabernaemontana
divaricata (L.) R. Br. ex Roem. & Schult que nao apresentam anel apical e anel basal. Na tribo
Plumerieae E. Mey., Allamanda é o Unico género a apresentar anel apical bem desenvolvido
(Alvarado-Cardenas & Ochoterena, 2007).

O anel apical apresenta tricomas bem desenvolvidos, em contato e posicionados
espacialmente abaixo da parte fértil das anteras, com funcéo de barreira fisica impedindo que
o pélen da propria flor seja deslocado para e regido receptiva, pois no género Allamanda,
como nas demais espécies da familia, ha autoincompatibilidade tardia (Araujo et al., 2011).
Esta funcdo de manter compartimentalizado o pélen na porcao apical da cabeca do estilete
seria uma condicao analoga aquela exercida pelo retinaculo. Em A. puberula, os tricomas sao
proporcionalmente mais longos que nas demais espécies. Como estas estruturas estdo em
contato com as anteras, a diferenca de comprimento desses tricomas entre as espécies
analisadas, poderia ser uma caracacteristica que permite alcangar as anteras. Os tricomas do
anel apical também sao secretores, porém a quantidade de secrecao produzida € menor
quando comparado com os tricomas da regido mediana. A presenca de tricomas secretores
nao € universal em Apocynaceae, podendo ocorrer em toda a extensao da cabecga do estilete
como, por exemplo, em representantes da tribo Hunterieae Miers, Willughbeeae A. DC.,
Vinceae Duby e Tabernaemontaneae G. Don, exceto nos apéndices apicais, ou em regides
especificas como é o caso de Allamanda (Fallen, 1986; Endress & Bruyns, 2000; Gomes,
2008). A secrecao apresenta como principais constituintes polissacarideos e lipideos, e a
funcao principal esta relacionada ao processo de transporte de polen, porém a presenca de
lipideos também pode estar relacionada ao processo de defesa contra proliferacdo de
microrganismos, ja que forma um microclima adequado para acao de patégenos (Demarco,
2008).

Na porcdo mediana do corpo principal localizam-se os tricomas secretores que
produzem substancia adesiva. Esta substancia permite a adesao de nova carga de pélen no
processo de retirada do aparato bucal do polinizador. Este entra em contato com a substancia
e acaba posteriormente passando pela regido acima do anel apical onde o pdlen € aderido
(Araujo et al., 2011).
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O anel basal tem a fungdo de acumular o pélen trazido pelo polinizador e é formado de
epiderme alongada justaposta, com expansdo das células parenquimaticas, dando um
formato coénico a cabeca do estilete em Allamanda. A morfologia do anel basal varia dentro
do género, podendo ser arranjados em dois grupos. Um grupo com projecdes de formato
ondulado (A. laevis e A. schottii) e outro grupo com projecées acuminadas (A. cathartica e A.
puberula).

A terceira regido, denominada regido estigmatica, € a parte receptiva da cabega do
estilete aos graos de pdélen alégenos trazidos pelos polinizadores, localizada abaixo do anel
basal, como visto por Fallen (1986) e Sakane & Shepherd (1986).

Morfologicamente, as quatro espécies sao semelhantes, porém existem diferencas
significativas entre elas na regido distal da cabega do estilete onde se encontra o anel basal e
nos apéndices apicais, além dos tricomas serem mais longos no anel apical em A. puberula.
Estas variagdes podem ser utilizadas como estado de carater para separar cada uma das
quatro espécies. Provavelmente, a variacado morfolégica do anel basal seja decorrente ao tipo
de expansdo que as células parenquimaticas exercem em cada espécie, influenciando no

arranjo das células epidérmicas justapostas.

Conclusoes

Através de estudos morfoanatémicos pode-se comprovar que o nectario apresenta-se
pentalobado em diferentes graus de intensidade, sendo A. schottii e A. laevis distintas das
demais espécies por apresentar pentalobacées e invaginacdes epidérmicas profundas,
respectivamente. O padrao de distribuicdo e 0 numero de estbmatos sao variaveis desde
muitos e distribuidos em toda a superficie nectarifera em A. schottii ou poucos e distribuidos
na por¢ao mais apical do nectario nas demais espécies. O ovario € morfologicamente variavel
tanto entre as espécies quanto em uma mesma espécie, ndo sendo um bom carater para
separagao interespecifica. Entretanto, a presenca de estébmatos na epiderme do ovario
apenas em A. laevis pode servir para distingui-la das demais espécies. A cabeca do estile
possui um formato coénico dividido em diferentes regides morfofuncionais, sem formar
ginostégio. Os dois apéndices apicais da cabeca do estilete sdo morfologicamente diferentes
entre as espécies, sendo um bom carater taxonémico para o género. O anel apical e os

tricomas medianos sao secretores e produzem o mesmo tipo de substancias hidro e lipofilicas
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relacionadas ao processo de polinizacdo e combate a proliferacdo de microrganismos
patogénicos. O anel basal ndo € secretor e difere em sua morfologia em dois tipos de
projecoes: arredondadas (A. laevis e A. cathartica) e acuminadas (A. puberula e A. schottii),
devido a expansao das células parenquimaticas em direcao a periferia. A regiao receptiva se
localiza abaixo do anel basal e esta relacionada a hercogamia e a apresentacao secundaria
de pélen em Allamanda L. Perante os resultados obtidos neste trabalho, os dados trazem
importante contriugdes para o melhor conhecimento do género e podem ser Uteis em futuras

andlises filogenéticas e taxonémicas para o grupo.
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Consideracoes finais

A subfamilia Rauvolfioideae compreende as linhagens mais basais em Apocynaceae
s.l., caracterizadas pelas anteras sem lignificacdo especializada e pela auséncia de
ginostégio. Allamanda é um dos géneros de Rauvolfioideae, sendo considerado um dos mais
distinto morfologicamente dentro da tribo Plumerieae por apresentar ovario unilocular com
sincarpia p6s-génita, fruto capsular com sementes aladas e cabeca do estilete estruturalmente
complexa.

Através do estudo morfoanatdmico e histoquimico floral em Allamanda foi possivel
observar uma variacdo no numero, tipo, tamanho e distribuicdo dos coléteres entre as
espécies, com potencial uso na taxonomia do grupo, além de trazer novos registros do tipo
desses coléteres como descrito por Simdées et al. 2006. O presente estudo descreve trés
novos tipos de coléteres calicinais em Allamanda, (bifidos, ramificados e fusionados
assimétricos), que podem inclusive ocorrer na mesma flor. Todavia, os resultados aqui
adquiridos diferem da descricédo feita por Sakane & Shepherd (1986), principalmente para o
nuamero, tipo e distribuicdo do coléteres em A. puberula. Anatomicamente, os coléteres
calicinais apresentaram o mesmo padrao histolégico descrito para a familia, sem visualizacao
de laticiferos, idioblastos e feixes vasculares, normalmente ausentes em coléteres calicinais.
A auséncia de vascularizagcdo, segundo Woodson & Moore (1938) é uma caracteristica
predominante em coléteres calicinais em espécies de Apocynaceae, sendo mais comum em
coléteres foliares. O pedunculo do coléter ndo é secretor, presente nas trés espécies, € mais
longo em A. puberula. Esta variacdo também pode ter importancia taxonémica para o
reconhecimento de A. puberula, pois é um carater que se mantém nesta espécie. Como 0s
coléteres calicinais estdo em atividade secretora apds o desenvolvimento floral, com suas
secregcdes constituidas por substancias hidro e lipofilicas, varidveis entre as espécies
estudadas, provavelmente eles desempenham a funcdo de combater agentes patégenos na
flor, como descrito por Demarco (2008). A variacdo dos tipos de substancias entre as
espécies pode ser decorrente do estagio de desenvolvimento em que estas estruturas foram
avaliadas. Para esta comprovagdo seria necessario um estudo histoquimico em diferentes
estagios de desenvolvimento dos coléteres calicinais em futuros estudos. A diferenca
morfolégica da corola em Allamanda ja havia sido reportada como carater de separacao entre

as espécies por Sakane & Schepherd (1886) e neste estudo também se confirmou sua
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importancia taxonémica. Na regido interna da corola os tricomas unicelulares infra e
suprastaminais apresentam morfologia distinta entre eles. Seria necessario um estudo
ontogenético para averiguar se ha uma origem comum entre estes dois tipos de tricomas. A
auséncia de ornamentacdo em tricomas suprastaminais é um carater usado por Alvarado-
Cardenas & Ochoterena (2007) para separar Allamanda dos demais géneros em Plumerieae,
sendo util para a taxonomia do género. O estudo do androceu também trouxe novidades
entres as espécies, principalmente em relagdo aos apéndices apicais das anteras que sao
variaveis quanto a sua morfologia e, por consequéncia, representam potenciais caracteres
para o0 reconhecimento de espécies. Em relagcdo as demais estruturas do androceu, as
espécies apresentam caracteres mais constantes, como estames epipétalos e alternos aos
lobos da corola, filetes curtos e ornamentados por tricomas, porém, estes tricomas podem
estar distribuidos ou agrupados proximos as anteras dependendo da espécie. As anteras
tetrasporangiadas, aprsentam apéndices basais estéreis que variam em relacdo ao seu
comprimento entre as espécies, demonstrando que, ao contrario de Sakane & Shepherd
(1986), as anteras tém um relativo potencial taxondmico. A lignificacdo homogénea em todo o
endotécio esta apenas relacionada ao processo de sustentacdo do androceu na flor e na
deiscéncia das anteras, comum em anteras com deiscéncia rimosa, mantendo o género em
Rauvolfioideae, subfamilia que tem como caracteristica a auséncia de lignificagdo relacionada
ao processo de guia para o polinizador. Em Allamanda a presenca de um anel nectarifero
contornando o ovario, € comum em espécies de Rauvolfioideae. Este érgao também
apresenta valor taxonémico, como descrito por Sakane & Shepherd (1986) por apresentar-se
integro ou pentalobado. Todavia, a descricdo feita por estes autores diferem dos resultados
do presente estudo no que se refere ao tipo de nectario encontrado em A. laevis e A.
cathartica. Possivelmente a leve pentalobacdo em A. cathartica tenha levado a interpretagéao
do tipo linear por aqueles autores. Contudo, as invaginacdes profundas observadas em
posicdo oposta a sutura carpelar em A. laevis sdo bem visiveis, mas nao foram relatadas por
Sakane & Shepherd (1986). Uma possivel explicagdo para a divergéncia dos resultados entre
aqueles autores e o presente estudo se deva a metodologia utilizada. Sakane & Shepherd
(1986) utilazaram analises de excicatas para a obtencdo dos seus resultados que pode ter
prejudicado em suas interpretacbes e o0 presente estudo fez-se uso de anadlises

morfoanatdomica de material coletado e fixado em FAA que sao técnicas mais meticulosas.
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Outra variacdo importante é a distribuicdo dos estématos na superficie nectarifera. Dois
padroes de distribuicdo ocorrem nas espécies analisadas, e geralmente, os estdmatos se
concentram na por¢ao mais apical do nectario, mas podem sofrer variagées de acordo com o
ambiente, principalmente em relagdo ao seu numero. Em relacao ao gineceu, a morfologia do
ovario nao constitui um bom carater taxondmico infragenérico por apresentar variacao
morfolégica dentro de uma mesma espécie. Contudo, apenas A. laevis é provida de
estbmatos em toda a superficie ovariana e isso a distingue das demais espécies. A cabeca do
estilete ndo forma ginostégio, isto é, em nenhuma regido ha a presenca de retinaculo,
mantendo o género em Rauvolfioideae, pois € uma sinapormofia da subfamilia. A suposta
presenca de retinaculo sugerida por Allorge (1978) e Gomes (2008) possivelmente deve-se a
proximidade dos tricomas da cabeca do estilete com os tricomas do filete e pela viscosidade
da secrecao estilar que funciona como adesivo entre os tricomas. Estruturalmente, a cabeca
do estilete é similar nas quatro espécies, construida por dois apéndices apicais conspicuos e
nao secretores, um corpo principal com um nucleo parenquimatico, revestido por um anel de
tricomas apical secretor, tricoma medianos secretores e um anel basal formado por células
epidérmicas justapostas ndo secretoras, mais projecdes parenquimaticas e regiao receptiva
localizada abaixo do anel basal. Diferente do que havia sido descrito por Fallen (1985), o anel
apical possui atividade secretora. Este anel € bem desenvolvido em Allamanda, sendo o Unico
género com esta caracteristica dentro da tribo. O anel basal, assim como os apéndices
apicais, também pode ser Util para a taxonimia das espécies, porém sua variacdo morfolégica
€ muito sutil. A secrecdo mista, tanto hidro quanto lipofilicos dos tricomas secretores da
cabeca do estilete, ndo sé auxiliam no transporte de pélen, como também podem atuar no
combate a proliferacdo de agentes patégenos por apresentarem compostos lipidicos que sao
agentes microbicidas, similares aos encontrados em coléteres calicinais. Em resumo, os
resultados obtidos no presente estudo corroboram para a manutencao deste género na
subfamilia Rauvolfioideae por demonstrar que as espécies nao apresentam especializacao na
lignificacdo das anteras e por nao formarem ginostégio, um dos objetivos principais de projeto.
Este estudo também evidenciou a presenca de polimorfismo, principalmente no apéndice
apical da antera, coléteres calicinais, nectario e apéndices apicais da cabec¢a do estilete entre
as espécies, trazendo novos dados morfoanatémicos para a separacao interespecifica das

espécies avaliadas e para o melhor conhecimento do género, e principalmente, para auxiliar
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em futuros estudos filogenéticos de Plumerieae. Ajudando assim na circunscricido de
Allamanda que ainda permanece inserto dentro da tribo, demonstrando que a juncédo de
diferentes metodologias de estudo se complementa e traz maior riqgueza de informacdes.

Referéncias
Alvarado-Cardenas, L. O. & Ochoterena, H. 2007. A phylogenetic analysis of the Cascabela-
Thevetia species complex (Plumerieae, Apocynaceae) based on morphology. Annals of the
Missouri Botanical Garden 94:298-323.
Demarco, D. 2008. Glandulas de o6rgaos vegetativos aéreos e florais de espécie de
Asclepiaeae (R. BR.) Duby (Asclepiadoideae, Apocynaceae) de Mata Atlantica do Estado de
S.P. (Tese de doutorado). Universidade Estadual de Campinas, S.P.
Fallen, M.E. 1985. The ginecial Development and Systematic Position of Allamanda
(Apocynaceae).
Sakane, M. & Shepherd, G. J. 1986. Uma revisdao do genero Allamanda L. (Apocynaceae).
Revista Brasileira de Botanica 9:125-149.
Simoes, A. O., Castro, M. De M. & Kinoshita, L.S. 2006. Calycine colleters of seven species
of Apocynaceae (Apocynoideae) from Brazil. Botanical Journal of the Linnean Society
152:387-398
Woodson Jr, R.E. & Moore, J.A. 1938. The vascular anatomy and comparative morphology
of Apocynaceous flowers.

144



	Campinas, 22 de fevereiro de 2013
	BANCA EXAMINADORA

	1.pdf
	Campinas, 22 de fevereiro de 2013
	BANCA EXAMINADORA



