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RESUMO

P

Apocynaceae € monofilética, sustentada por duaspainorfias,
presenca de latex e gineceu com os dois carpgh@sasds no ovario, porém
unidos distalmente em uma cabeca estilar. Ascleflade é a subfamilia mais
derivada de Apocynaceae, apresentando anterasidasluzom apenas dois
esporéangios, cada qual produzindo um polinia, cetopmor ménades e envolto
por uma pelicula derivada da cutinizagédo das paredernas do tapete. Polinios
de estames adjacentes sdo conectados entre smptranslador, formando o
polinario. Aproximadamente 80% das espécies neigtaizpde Asclepiadoideae,
pertencem ao clado MOOG (Asclepiadeae). Este @ddolem sustentado, porém
suas relacdes internas ainda precisam ser resalvidguns estudos indicam
gue o androceu, embora pouco explorado, é imperpata a taxonomia de
Apocynaceae. Assim, este trabalho teve como objetivalisar a morfologia
floral de uma espécie de Asclepiadoidégaeypetalum appendiculatyde modo
a retratar o desenvolvimento do seu androceu, gbnalo aspectos anatémicos
importantes do desenvolvimento das anteras. |mgasbs, também, a
microsporogénese e a microgametogénese, além dalogo do polinario e do
grdao de podlen. Com isso, este trabafomnece subsidios a sistematica de
Apocynaceae e contribui para a compreensao do dssenento de suas
estruturas reprodutivas. A corola @ appendiculatuné vinacea, a corona
apresenta cinco lobos livres circundando as aneemginostégio € pentagonal,
terminando em um apéndice bifido. O estame apresiggit subséssil e anteras
com alas laterais esclerificadas. A antera é bidwmcoomposta por seis camadas
parietais: epiderme, endotécio, dois estratos dedas médias e tapete secretor
bisseriado, cujo desenvolvimento é do tipo dicdleeo. O endotécio ndo é
espessado, porém a antera, como um todo, apresgmgasamento do tecido
parenguimatico. O tapete é secretor e bisseriapi@np multiestratificado na
por¢éo dorsal da antera. A microesporogénese ésvaee as tétrades lineares.
Os gréos de poélen sédo tricelulares e inaperturddossferidos como ménades
em polinias. O translador possui retinaculo exmmditeralmente, o que lhe
confere o “mecanismo de clip”, e a polinia é eravpldr uma pelicula hialina. A
expansao alada do retinaculo é importante paraaatesizacao da espécie. Para
0 género, o estame subséssil e a auséncia do @aseess do endotécio parecem
ser caracteres constantes. A antera bilocular, petda bisseriado, a
microsporogénese sucessiva, as tétrades linearess eggraos de podlen
inaperturados sdo caracteres importantes no névebfamilia. A auséncia do
espessamento do endotécio indica a posicéo derde@a appendiculatunrmo
“Clado MOOG". Os filetes subsésseis garantem acposderivada da espécie
em relagdo aos outros individuos@eypetalum
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ABSTRACT

Apocynaceae is monophyletic, supported by two symapphies, with
the presence of latex and gynoecium with two carpeparated in the ovary, but
distally united in a stylar head. Asclepiadoideseaisubfamily derived from
Apocynaceae, with reduced anthers and only twoasyia, each producing a
pollinium, consisting of monads and surrounded bfjlra derived from the
cutinization of the inner walls of the tapetum. IPid of adjacent stamens are
connected together by a translator, forming théraoium. Approximately 80%
of neotropical Asclepiadoideae species belong te thiOOG clade
(Asclepiadeae). This clade is well supported; haweis internal relations have
yet to be resolved. Some studies indicate thatatidroecium, though little
explored, is important for the taxonomy of Apocysae. Therefore, the
objective of this study was to analyze the floralorphology of an
Asclepiadoideae specie§xypetalum appendiculatynin order to show the
development of its androecium, covering importardatamical aspects of anther
development. Microsporogenesis and microgametogenesere also
investigated, besides pollinarium morphology antepograin. Therefore, this
study provides subsidies to the Apocynaceae sysiesrend contributes to the
understanding of the development of its reprodecsitructures. The corolla of
O. appendiculatums vinaceous, the corona has five free lobesiagcthe
anthers and the gynostegium is pentagonal, endirg ifid appendage. The
stamen presents a subsessile thread and the ahtherssclerified side wings.
The anther is bilocular, with six parietal layeepidermis, endothecium, two
strata of middle layers and a biseriate secretipgttim, whose development is
dicotyledonous. The endothecium is not thickenemlydver, the anther, as a
whole, presents a thickened parenchyma. The tapistsecretory and biserial,
but multistratified at the dorsal portion of thetrsar. Microsporogenesis is
successive and tetrads are linear. Pollen gramgrizellular and inaperturate,
transferred as monads in the pollinia. The traoslaas a retinaculum, which is
laterally expanded, conferring it the “clip mechami, and the pollinium is
surrounded by a hyaline film. The wing expansiontive retinaculum is
important for the characterization of the speciésr genus, the subsessile
stamen and the absence of endothecium thickeniegn s be constant
characters. Bilocular anther, biseriate tapetunccessive microsporogenesis,
linear tetrads and inaperturate pollen grains mmgortant characteristics at the
subfamily level. The absence of an endotheciumkémimg indicates the
derivative position 0ofD. appendiculatunin the “MOOG clade”. The subsessile
threads guarantee the derived position of the spen relation to other
Oxypetalumindividuals.
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1 INTRODUCAO

A familia  Apocynaceae (Ordem  Gentianales) apresenta
aproximadamente 355 géneros e um nUmero estimatte 8@00 a 5100
espécies, que ocorrem em todos 0s continentestoemaeAntartica (RAPINI,
2012). Para este estudo adota-se Apocynaceae gmnfyoposto por Endress e
Bruyns (2000), incluindo os representantes de Apsatiaceae, tornando, dessa
forma, Apocynaceae um grupo monofilético, a quatsgnta cinco subfamilias:
Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secaeae e
Asclepiadoideae.

Os representantes de Apocynaceae sdo facilmentehexidos pela
presenca de latex e por uma cabeca estilar derdaflesdo dos dois carpelos na
regido apical do estilele (RAPINI, 2012). A familigpresenta uma série de
caracteres do androceu e do gineceu associados anmento na eficiéncia do
mecanismo de poliniza¢do. Dentre estas inovacele-pe citar a existéncia de
uma cabeca do estilete pentagonal, com regidesofhmimente diferenciadas,
apéndice apical das anteras, a diferenciacdo dasaarem uma porcao fértil e
outra enrijecida e a presenca de tricomas adesagabeca do estilete e anteras
(JUDD et al., 2009).

Os estudos revelam que os caracteres do androzc¢axsfomicamente
importantes em Apocynaceae, sendo utilizados nmicid das subfamilias
(CIVEYREL et al., 1998; ENDRESS; BRUYNS, 2000; VERHVEN;
VENTER, 1998) e das tribos (VERHOEVEN; LIEDE; ENDRE, 2003). Mais
especificamente, as caracteristicas dos polindéioshastante promissoras, mas
ainda pouco exploradas (KUNZE, 1994).

A producdo ou ndo de polindrios foi utilizada pageparar as
Asclepiadaceae de Apocynaceae. Com a recircungcdedApocynaceae, 0S
individuos de Asclepiadaceae passaram a ser tmtadmo subfamilia
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Asclepiadoideae, a qual vem sendo objeto de estuilogenéticos,
especialmente nos niveis de subtribo e género (ENE¥R BRUYNS, 2000;
LIEDE; ALBERS, 1994; RAPINI, 2012; VERHOEVEN; VENH 2001). O
grupo apresenta uma grande diversidade morfolégichomoplasias séo
relativamente comuns, tornando dificili a deteccde dinapomorfias
morfologicas Uteis para definicdo dos taxons (RAPIA012). Dessa forma,
estudos biogeograficos e filogeograficos podemaajacelucidar as relagfes em
Asclepiadoideae, especialmente quando associagktsidos de biologia floral e
polinizacao.

Ainda sobre Asclepiadoideae, no Novo Mundo exisyaiairo linhagens
pertencentes a subfamilia: (1Marsdenia (subtribo Marsdenieae); (2)
Cynanchumsubgen.Mellichampia (A. Gray ex S. Wats.) Sundell (subtribo
Cynanchinae); (3Asclepias(subtribo Asclepiadinae); e (4) um grande clado
denominado “MOOG”, composto pelas subtribos Mebtasténae Endl. ex
Meissn., Orthosiinae Liede & Rapini, Oxypetalinae $chum. e Gonolobinae
(G. Don) Liede, as ultimas trés linhagens perterese@d tribo Asclepiadeae
(LIEDE-SCHUMANN et al., 2005; RAPINI et al., 2003D clado MOOG,
embora monofilético, ndo se encontra completanmestavido e a circunscricao
de alguns géneros importantes, coididassa e Mateleg permanece em
aberto(LIEDE-SCHUMANN et al., 2014).

OxypetalumR. Br. engloba cerca de 130 espécies neotropiSHis/A
et al.,, 2008), sendo este o maior género da sob®ikypetalinae. Apresenta
cerca de 44 espécies no estado de Minas Geraig oagresponde a 47,3% das
93 espécies conhecidas no Brasil (SILVA, et alQWIEIRA; SHEPHERD,
2002). Oxypetalumpode ser reconhecido pelas flores com anterasdas\de
expansdes laterais; um conectivo membranaceo qpeokmga no apice das
anteras, recebendo o nome de denticulo, podendexsarto ou incluso;

segmentos da corona inseridos entre o tubo daacera tubo estaminal; e
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apéndice estilar geralmente bifido, crateriforme amlanado (SILVA et al.,
2008).

A morfologia do androceu d@xypetalumfoi investigada por Valente
(1977) que realizou uma descricdo detalhada daoawoatomia déxypetalum
banskii Vieira e Shepherd (2002) analisaram o androceQ.dgpendiculatum
e O. banskij abordando aspectos da polinizagédo. Silva e@0§) analisaram a
morfoanatomia de 25 espécies @@xypetalum abordando principalmente
aspectos da morfologia da antera. As anteras $&cabj biesporangiadas, cada
I6culo com uma polinia péndula. O polinario € ursawdura bastante peculiar
do grupo e funciona como unidade polinica das Asatwideae (SILVA et al.,
2008), necessitando do contato polinizador-polnpgra que os gréos de polen
sejam transferidos entre flores (COCUCCI et al1430

Contribui¢ces notéveis para os estudos embriolégiloApocynaceae,
abordando principalmente a mircroesporogénese eogaimetogénese, foram
feitas por Fyre e Blodgett (1905), Guignard (19Megyer (1938) e Rau (1940).
Mediante estes estudos, Maheshwari (1970) menciarmntrovérsia a respeito
da natureza da divisdo da célula-mée do micrésperocorréncia de diferentes
tipos de embriogenia, culminando para que o gr@ssef caracterizado como
heterogéneo. Como se tem conhecimento da heteidgdaenos processos da
microsporogénese em Apocynaceae, 0 estudo da dogimigpode ser uma
ferramenta importante para elucidar relacbes denpesco e auxiliar na
taxonomia da familia.

Oxypetalum appendiculaturiMart. foi selecionada para o presente
estudo devido a sua ampla ocorréncia no Brasil, diversas formacodes
vegetacionais, como campos, cerrados, matas eiliardambém em areas
perturbadas. Seu periodo de floracdo se estendiezdenbro a maio, permitindo
uma analise pormenorizada dos seus verticilos defikms. A morfologia floral

de O. appendiculatufioi observada buscando retratar principalmente o
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desenvolvimento do androceu, abrangendo aspectoatbraicos do
desenvolvimento da antera, bem como a microspoesgén e
microgametogénese, além da morfologia do polindudo grao de polen. Juntas
essas informacdesontribuirdo para a compreensdo do desenvolvimdat
estruturas reprodutivas em Apocynaceae e poderdnecer subsidios

importantes para a sistematica da familia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Apocynaceae: Breve Histérico

Os representantes da atual familia Apocynaceaersdomnam objeto de
estudo sistematico, iniciados em 1789 quando Juskecreveu “Apocineae”,
com géneros subdivididos em trés grupos, separadosipalmente pelas
caracteristicas do fruto e da semente (RAPINI, ROR@steriormente, Brown,
em 1810, propds que Asclepiadeae com 36 géneree fdssmembrada de
Apocineae. Brown justificou essa separacdo basga@dcipalmente na presenca
de transladores em Asclepiadeae e auséncia em nga@ci Essa classificacdo
foi amplamente aceita e implementada, embora anife{ido dessas familias
estivesse sempre em discussdo (FARINACCIO; MELLDv3Il, 2004;
NAZAR et al. 2013).Schlechter, em 1905, propbs agrfientacdo de
Asclepiadaceaes.|, em duas familias: Periplocaceae (com polinarios
espatulados) e Asclepiadacesastr. (com polinias bifurcadas) (RAPINI, 2012).
Mais recentemente, em 1996, Swarupanandan tratowcyfpceae,
Periplocaceae e Asclepiadaceae como trés familistintds. Apesar das
Asclepiadaceae formarem um grupo relativamente isonem relacdo a
producdo de polinias rigidas formadas a partiragdistinac6es das monades de
pélen em uma teca (com exce¢do de Periplocoidemeapresenta tétrades de
pélen aglutinadas sobre um translador em forma dthed, o seu
reconhecimento como uma familia distinta de Apocgaa culmina na
formacdo de um grupo parafilético (ENDRESS; BRUYN000;
FARINACCIO; MELLO-SILVA, 2004; RAPINI, 2012). Dessarma, em 2000,
Endress & Bruyns formalizaram a unificacdo das lasmiApocynaceae e
Asclepiadaceae.
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2.2Peculiaridades Morfolégicasde Apocynaceae

Apocynaceae possui ampla diversidade de habitoseseptando
individuos de porte que variam do arbéreo ao trepambm a peculiaridade de
apresentar individuos com aspecto cactaceo. Apeeseanais laticiferos
articulados e latex geralmente leitoso, podendaecaglicosideos cardioativos,
alcaloides e as vezes iridoides. As folhas saolesng, na maioria dos casos,
opostas, com estipulas reduzidas ou ausentes, ecaléteres geralmente na
base do peciolo. A inflorescéncia apresenta asagjmosos ou racemosos,
podendo ocorrer espécies com flores solitariadlokes sdo actinomorfas, com
cdlice pentamero de sépalas conatas, com coléei@salmente na base e
corola gamopétala, as vezes reflexa, frequentemendeida de corona
internamente (JUDD et al., 2009; NAZAR et al., 20VBNCKIER; SMETS,
2002).

As flores de Apocynaceae sdo consideradas por \Wyaitoyles (1994)
como as mais complexas dentre as angiospermaggendoraunido entre os
elementos florais de um mesmo verticilo e entrenelgos de diferentes
verticilos. Essa sinorganizacdo culminou com aewonigde novas estruturas
florais: a corona, o0 ginostégio e o polinario, qere, conjunto, estdo ausentes em
outras angiospermas (ENDRESS, 1994; VIEIRA; FONSEGAEPHERD,
2012) (Figura 1). Cada uma destas estruturas telm sonsiderada uma
caracteristica exclusiva da subfamilia Asclepiagiaé] embora estruturas
homologas (particularmente a cabeca estilar e @anaprsejam encontradas em
algumas espécies de Apocynaceae (ENDRESS; BRUYRS RONZE, 1994;
LIEDE; KUNZE, 1993; VALENTE; COSTA, 2005).
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LEGENDA DA FIGURA

AB = anexo bifido do ginostégio
AL =ala

AN = antera

AS = asa da antera

DE = denticulo

Gl = ginostégio

RE = retinaculo

""""" Caudicula

— . — Polinea

— — = Corona

Figura 1 Esquema da corona, ginostégio e polinBaca = 250 um.

A corona (figura 1), que é um anexo formado pelpéndices das
anteras ou da corola, em alguns casos por amb&Pg,l 1996), tem como
funcdo a reserva de néctar (VALENTE; COSTA, 2005).uma estrutura

composta por cinco seguimentos, com ou sem ornagieg, que podem estar
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total ou parcialmente exsertos em relacéo ao tatmobla (KUNZE, 1996). Na

subtribo Oxypetalineae, Silva et al. (2008) relatamma peculiaridade

morfoldgica das coronas: os segmentos da coronpredos ao tubo estaminal,
porém livres em relagcdo a corola, e no nivel datkram os segmentos
encontram-se completamente individualizados.

Liede e Kunze (1993) classificaram as coronas ddefpimdoideae em
quatro tipos: (1) corolina (derivada da corola); ¢&taminal; (3) interestaminal;
e (4) anular. Segundo Sennblad, Endress e Bren&),18 presenca de corona
foi relatada no “Clado das Apocynoideae Superigresinposto pelos géneros
Baissea, Motandra, Prestonia Cycladenia e estes possuem corona do tipo
corolina. Logo, pressupde-se que a corona de Aadejdeae tem a mesma
origem das coronas de Apocynoideae, sendo condajepartanto, como uma
sinapormorfia desses grupos (ENDRESS; BRUYNS, 200BDE; KUNZE,
1993).

O gineceu possui dois carpelos com ovarios livweratos apenas pelo
estilete, cuja porcéo apical é expandida e podensén modificada, formando
uma estrutura pentagonal junto com as anteraspdeada ginostégio (figura 1
- Gl) (ENDRESS; BRUYNS, 2000; LIEDE, 1996). Nas emas h&4 uma
extremidade estéril denominada “alas ou asas dasaah (figura 1 - AS). O
encontro de duas asas adjacentes forma um ftrill® apnduz o inseto
polinizador a se prender ao retinaculo, direcioparad polinizacdo em
Asclepiadoideae (KUNZE, 1996; LIEDE, 1996).

A cabeca estilar é visualizada acima da insercao edtames, cujos
angulos progressivamente se projetam, pela atigidagristematica das células
subepidérmicas, dando origem a uma protuberanclLENTE; COSTA,
2005). No ginostégio ha um revestimento de tecawedor, que fica entre as
anteras, logo acima do trilho das anteras, ondere@@ secrecdo que leva a

formagcdo dos transladores (SILVA et al., 2008). gimco superficies
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estigmaticas receptivas estdo escondidas atradrittuss, na parte basal da
cabeca estilar (KUNZE, 1994; LIEDE, 1996).

Em Oxypeyalumé comum um alongamento do ginostégio, geralmente
bifurcado no apice, formando o apéndice estilaanexo bifido do ginostégio
(figura 1 - AB) (SILVA et al., 2008). Segundo Vatere Costa (2005), a cabeca
estilar pentagonal caracteriza Apocynaceae. O tigims rudimentar surgiu
primeiramente em Apocynoideae, onde as anteraffidmgias sdo adnatas a
cabeca do estilete (ENDRESS; BRUYNS, 2000).

O polinario € uma estrutura especializada que taransucesso da
polinizacdo das Asclepiadoideae (SILVA et al., 20@da flor apresenta cinco
polinarios, e estes sdo formados por uma parta@lagiaetinaculo, e por duas
polinias laterais, ao qual se ligam ao retinacelagpcaudiculas (figura 1 - RE)
(VALENTE; COSTA, 2005). O conjunto formado pelo indiculo e pelas
caudiculas € denominado translador, o qual gamrttansporte das polinias
(KUNZE, 1993).

O translador é constituido por deposi¢c@es sucessiwaima substancia
secretada pelo ginostégio. Esta substancia sedaifimicialmente se solidifica
adquirindo uma consisténcia cornea (SILVA et ai08®). O polinario é de
origem heterogénea, ou seja, o translador é sdoreta cabeca estilar, e as
polinias sdo formadas nos l6culos das anteraspsestds dois componentes
unidos mediante a fus@o progénita entre anterabexa estilar (KUNZE, 1993;
KUNZE, 1994). A polinia é recoberta por uma camaléaesporopolenina
(SINHA; MONDAL, 2011), e sua morfologia é variavehtre os géneros e
espécies de Apocynaceae (SCHILL; JAKEL, 1978).

O translador das Apocynaceae surgiu pela primamna subfamilia
Periplocoideae (KUNZE, 1994; VERHOEVEN; VENTER, 200 sendo
caracterizado como um corpusculo rudimentar quéapan disco adesivo na

sua extremidade. Kunze (1993) afirma que os trdosts em Periplocoideae e
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Asclepiadoideae séo caracteres apomorficos. Oladorsé originado a partir de
secregfes viscosas oriundas do ginostégio, e queutdamilias Rauvolfiodeae
e Apocynoideae tais substancias viscosas agiam ealesivo liquido para o
grdo de pdlen. Em Asclepiadoideae, o transladads@ visto como uma
sinapomorfia (KUNZE, 1993; KUNZE, 1994).

Trés tribos sdo reconhecidas para a subfamilia epedoideae:
Marsdenieae, Ceropegieae e Asclepiadeae (ENDREE®H-SCHUMANN;
MEVE, 2007; ENDRESS; LIEDE-SCHUMANN; MEVE, 2014). GClado
Fockea”, que pertence a tribo Marsdenieae, é campmos génerobockea
Endl. eCibirhiza Bruyns, e estes individuos apresentam a polinim se
revestimento de esporopolenina e translador serdi@da, garantindo uma
proximidade deste clado com a subfamilia Secameaeid VERHOEVEN;
LIEDE; ENDRESS2003).

Transladores em Secamonoideae sao semelhantes aos d
Asclepiadoideae, exceto pela caudicula, que emamwitzes sdo ausentes ou
subdesenvolvidas, de modo que a polinia é geradmmeats ou menos fixa no
corpusculo (CIVEYREL et al., 1998). Na maioria diodividuos pertencentes a
Secamonoideae, para cada ftranslador, estdo anexa$ro g polinias
(VERHOEVEN; VENTER, 2001). No géneti®ecamonopsiéSecamonoideae),
no entanto, estdo presentes caudiculas bem degeiago(CIVEYREL et al.,
1998; CIVEYREL; ROWE, 2001; OMLOR, 1996).

Transladores em Periplocoideae, em contraste, stensi de uma
estrutura firme, porém flexivel, em forma de caollwre pode ser dividido em
trés regibes morfolédgicas: o receptaculo de paeradlo com adesivo no lado
abaxial, um talo e um disco pegajoso, forrado comagesivo composto por
viscidium no lado adaxial, pelo qual o translader ende ao polinizador
(DEMETER, 1922; ENDRESS, 2001; ENDRESS; BRUYNS, @0OBAHN,
1974; SCHICK, 1982; SCHILL; JAKEL, 1978). Nos inétiuos dos géneros
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Forsteroniae Apocynum pertencentes a Apocynoideae (subfamilia de gtéos
polen livres), uma estrutura anexa ao androceundoliga ao translador e
justifica a maior proximidade evolutiva de Periginteae e Apocynoideae
(SCHICK, 1982; VERHOEVEN; VENTER, 1998).

Para todas as subfamilias de Apocynaceae que afmes@olinario,
esta estrutura s6 é liberada da antera apés hawmst@ com o polinizador
(VERHOEVEN; VENTER, 2001). Em Orchidaceae, polirsas formadas, mas
em certos géneros a polinia € menos compacta sétn pequenos grupos de
grdos de pdlen, sendo denominaddssula,as quais sdo dispersas juntas,
normalmente por fios de viscina que formam uma @spde unido do grupo
(FAHN, 1974). Em Periplocoideae também ha o regisie massulas
(VERHOEVEN; VENTER, 1998).

Os polindrios de Asclepiadoideae podem se assaic@avés da
caudicula formando a corrente de polinarios, queiliauno processo de
disperséo desta estrutura. Embora o valor adeptdésta corrente permaneca
desconhecido, tem sido sugerida como um meio pare@tar a quantidade de
pélen removido por polinizadores (COCUCCI et ab14). Espécies do género
Oxypetalumpossuem estruturas nos polinarios as quais nasu@s funcao
biolégica especifica, mas sugerem que sdo propiaiosvitar unido dos
polinarios. Relacionado a isto, sabe-se também agwapacidade de formar
correntes de polinarios ndo € restrita apenas @ndpols da subtribo
Oxypetalinae, pois também ha ocorréncia desta iagsoc em Asclepias L.
(subtribo Asclepiadinae)(COCUCCI et al., 2014; \RA, SHEPHERD, 1999a;
WIEMER et al., 2011).

A dependéncia de insetos para a polinizagéo € aevttercogamia, que
€ uma “barreira fisica” criada através da dispaesiids verticilos florais e que
impede a autopolinizacdo (VIEIRA; GRABALOS, 2003fEstudos tém

demonstrado que espécies @xypetalumapresentam autocompatibilidade,
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porém produzem hibridos viaveis entre espéciesintdist (VIEIRA;
SHEPHERD, 1999b). Analisando a reproducdo de espéi Apocynaceae,
Vieira e Shepherd (1999a) concluiram que existehecimento da biologia
reprodutiva de apenas 6% das espécies de Asclageago sendo que a maioria
dele se concentra a cerca do gémesclepiad..

2.3 Distribuicdo Geogréfica da Familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae detém 415 géneros que engictisb5 espécies
distribuidas nos trépicos e subtrdpicos, princialta na América do Sul e
Africa, com menor incidéncia nas regides tempera@asnico continente onde
nao ha relatos de Apocynaceae é o Antartico. (RARIBL2; STEVENS, 2006)
(FIGURA 1). A morfologia externa e a distribuicdeogréafica se apresentam
como os parametros determinantes para a delimitdg&otdxons (RAPINI,
2000). Alguns grupos de Apocynaceae do Velho Mumtimcipalmente em
Asclepiadoideae, apresentam delimitacdo incerta osico sistematica
discutivel, porém este problema ndo se aplica atinemte Americano, pois
gréos de polen bem formados e polinarios verdaglpeomitem a facil distingédo
do grupo (RAPINI et al., 2001).

4 e T

Figura 2Mapa da distribuicdo geogréafica das espéde Apocynaceae (STEVENS,
2006).
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No Brasil se tem o conhecimento da ocorréncia dé épécies da
familia Apocynaceae, ocorrentes em todos os estado®nais e nos mais
variados habitats: caatingastr, campo rupestre, carrasco, cerrado floresta
ciliar ou galeria, floresta de terra firme, flomststacional decidual, floresta
estacional semidecidual, restinga e também emdamivegetacdo antropizada
(KOCH et al., 2014). Em Minas Gerais ha o regide®90 espécies, localizadas
e identificadas, principalmente, em complexos \agehais, como em Serra
Negra (MATOZINHOS; KONNO, 2011), no Parque Naciom# Serra da
Canastra (MOROKAWA; SIMOES; KINOSHITA, 2013) e Caledo
Espinhaco (RAPINI, 2010), sendo este ltimo compleegetacional como um
dos centros de diversidade da subfamilia Ascleplade na América do Sul
(RAPINI, 2000). A subtribo Oxypetalinae K. Schums@epiadoideae) é o
terceiro grupo mais representativo, com 200 espéoamtropicais (RAPINI,
2010; RAPINI; FONTELLA-PEREIRA; GOYDER, 2011; RAPINMELLO-
SILVA; KAWASAKI, 2001; SILVA et al., 2012).

2.4“Clado MOOG”

Os 214 géneros reconhecidos para Asclepiadoideaensentram
distribuidos nas trés tribos: Marsdenieae Benthrofisgieae Orb. e
Asclepiadeae (R. Br.) Duby (ENDRESS; BRUYNS, 200f)e s&o distintas
entre si através de caracteristicas referentesotaxi, coloracdo do latex,
anatomia da antera e, principalmente, quanto a atogifi do polinario
(ENDRESS; BRUYNS, 2000; LIEDE; ALBERS, 1994).

As subtribos Metastelmatinae, Orthosiinae, Oxyjpeaal Gonolobinae
e outros dois géneros adicionaiPentacyphusSchltr. ®iplolepis R.Br. - que
ndo pertencem a nenhuma destas subtribos formangrupo denominado
“Clado MOOG” (LIEDE-SCHUMANN et al., 2005; LIEDE-SUMANN et
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al., 2014; SILVA et al.,, 2012). Apesar dos daddsgénéticos referentes ao
Clado MOOG indicarem que este grupo é monofilétpadrées de relacdes
intergenéricos ainda sdo pouco compreendidos copws, exemplo, a
delimitacdo de grandes géneros cobitassg Mateleae Oxypetalungnde o
carater monofilético ainda ndo é bem elucidado PEESCHUMANN et al.,
2005; RAPINI; FONTELLA-PEREIRA; GOYDER, 2011).

Um grande contingente dos géneros originalmentemegntes a subtribo
Metastelmatinae Endl. ex Meisn. foi segregado pemapor a subtribo
Cynanchinae, restando apenas 13 géneros distrfbuédolusivamente no
continente americano. As espécies pertencentestastdinatinae geralmente
apresentam uma corona composta apenas de pasesness, e sua flor tende a
ser pequena e esbranquicada, adornada com tricoazasdbulos da corola
(LIEDE-SCHUMANN et al., 2005; SILVA et al., 2012).

Orthosiinae Liede & Rapini possui trés géneros myamadamente 80
espécies, sendo a menor subtribo, em nimero especib clado “MOOG”. A
tribo Orthosieae foi negligenciada durante muitmge, sendo atualmente
conhecida como a subtribo Orthosiinae (LIEDE-SCHUWMet al., 2005).

Oxypetalinae K. Schum é a terceira subtribo em marde espécies do
clado MOOG, sendo dividida em dois subtipos priaigipum que compreende a
grande géner@xypetalume o outro incluinddhilibertia e Tweedia brunonis
(RAPINI; FONTELLA-PEREIRA; GOYDER,2011). Os individs de
Oxypetalinae podem ser caracterizados pela fusdcodda em pelo menos
metade do comprimento das pétalas, tornando vigivehbeca do estilete
(LIEDE-SCHUMANN et al., 2005; RAPINI; FONTELLA-PERRA;
GOYDER,2011; SILVA et al., 2012).

Gonolobinae (G. Don) Liede é a subtribo mais nusereom um total
de 300 espécies. O reconhecimento destas espécmsnente pode ser feita

pela divergéncia da extremidade dos sacos da argstdtando tanto na posicao
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horizontal das polinias quanto na esterilidade apitas polinias (LIEDE-
SCHUMANN et al., 2005; SILVA et al., 2012).

2.5 Estames

Na tribo Asclepiadeae (Aclepiadoideae), na porggeior das anteras,
observam-se apéndices membranaceos que sao prakmgs do conectivo no
apice da antera, sendo denominado “denticulo” cenbrana hialina”(Figura 1
- DE) (KUNZE, 1996; SILVA et al., 2008). Em Asclapiaceae, a epiderme
externa das anteras € membranosa, formando ampulo saliente, constituindo
as chamadas "asas das anteras". As asas das assoa@tadas ao gineceu
formam invaginacBes que geram cavidades amplas, s§oe denominadas
camaras nectariferas ou criptas nectariferas. €afas nectariferas sao
revestidas por um tecido secretor caracteristicoAdzlepiadoideae (KUNZE,
1993; KUNZE, 1994).

Segundo Liede (1996), o androceu, bem como seusosnexibe
morfologia especifica para a separacdo de taxoApdeynaceae. O nimero de
I6culos nas anteras dos individuos de Apocynaceam @arametro evolutivo
observado dentro das cinco subfamilias, pois tedagetrasporangiadas, apenas
Asclepiadoideae, subfamilia que apresenta um ebegeai de derivagao, possui
anteras bisporangiadas (ENDRESS; BRUYNS, 2000; VBRYEN; LIEDE;
ENDRESS, 2003;VERHOEVEN; VENTER, 2001).

As peculiaridades morfolégicas dos estames susteatgpremissa de
que o androceu, bem como seu anexos, sdo bonsgterépara a taxonomia de
Apocynaceae (ENDRESS; BRUYNS, 2000; ENDRESS; LIEREHUMANN;
MEVE, 2007). Rauvolfioideae compreende as linhagemss basais em
Apocynaceae e € caracterizada pelos estratos giaridhs anteras sem
lignificacdo especializada (KOTOVSKY, 2013). A saivfilia Apocynoideae
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apresenta uma antera dividida em dois segmentoe &gtil e por¢cdo basal
estéril (SIMOES; CASTRO; KINOSHITA, 2006). Exterinente, as anteras sio
cuidadosamente ornamentadas com tricomas, podiisrabaixo da parte fértil
da antera, com funcdo de barreira fisica impedau® o pdlen da prépria flor
seja deslocado para a regido receptiva, conferiadimincompatibilidade,
presente em Apocynoideae e também em todas as WquEae (KOTOVSKY,
2013).

O padrdo de divisdo das células durante a microgpaese da familia
Apocynaceae é variante com o tipo de arranjo dwm gié poélen: (1)
Rauvolfioideae e Apocynoideae que apresentam giégslen livres, possuem
microsporogénese simultanea; (2) Periplocoideaes poassui uma polinia
rudimentar, possui divisdo simultinea também; e $H&camonoideae e
Asclepiadoideae, que apresentam seus pélens aglasnem densas polinias,
possuem divisdo sucessiva (ENDRESS; BRUYNS, 2000CKD-
ZAFIMAHOVA, 1982; AKSOYA; KIZILIRMAKA; AKDENIZA, 20 13).

Verhoeven e Venter (2001) utilizam os caracteregydm de pdlen,
especialmente a morfologia da exina, para segesganbfamilias detentoras de
polinia: (1) Periplocoideae, duas camadas de exinm tectum e extrato
granular; (2) Secamonoideae, trés camadas de eximatectum, uma camada
granular bem desenvolvida e uma camada basip8)ahgclepiadoideae, trés
camadas de exina, com tectum, uma fina camada lgraruuma camada
basipetal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacéo da Espéci®xypetalum appendiculatum Mart.

A  espécie Oxypetalum  appendiculatum Mart.pertence a
Asclepiadoideae, Asclepiadeae, Oxypetalinae. Mogichmente, pode ser
reconhecida como sendo uma trepadeira cobertaripomis esbranquigados,
folhas discolores, sendo a face abaxial hialinae$lale corola e corona creme-
esverdeadas, frequentemente vinaceas para a haB®gad da corola eretas a
recurvadas, lobos da corona escamiformes e apéddiginostégio vinaceo,
bifido acima da porcdo mediana; retinaculo lineawvigo de uma expanséo
membranacea cordiforme no 4pice; diagnosticada grelsenca de polinarios
com apéndices hialinos no apice do retinaculo (MONGIOTT; MELLO-
SILVA, 2008; RAPINI, 2010; VIEIRA; SHEPHERD, 1999a)Pode ser
encontrado em cerraddo, cerrado, campo limpo, tgpesde altitude, mata
ciliar, areas brejosas, pastos e beiras de estradasEstados do sul e sudeste
brasileiro, no Paraguai, na Argentina e na BolfRAPINI, 2010).

3.2 Locais de Coleta do Material Botanico

Os exemplares d®. appendiculatufioram coletados no municipio de
Lavras, Campos das Vertentes de Minas Gerais, ewrs dormacoes
vegetacionais distintas. A primeira coleta (fig8f em formacé&o vegetacional
de transicdo, onde habitats de mata e campo sentesnto [Coordenadas
Geograficas: 050382/ 7640849], solo do tipo Latlms8e@rmelho Distroférrico e
0 estgio de desenvolvimento vegetativo do espééimnetativamente jovem. A
segunda coleta (figura 3B) foi em campo rupestmm aima consideravel

agregacao vegetacional [Coordenadas Geografic@8283/ 7640849], solo do
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tipo Neossolo e o estagio de desenvolvimento vegetalo espécime é
avangado, evidenciado pela lignificacdo na bassadte.

O material testemunho foi incorporado ao acervaHaobario-ESAL,
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Bfdkimero do Registro:
27.511; Dezembro 2013].
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e

Figra 3Locais de coleta dbxyi)etalum appendicula - Habitat de orgncia
entre mata e campo. B - Habitat de campo rupestre.
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3.3 Exame Anatémico:
AnatomiadaAntera,MicrosporogéneseeMicrogametogénese

O material coletado constou de botdes florais,efloem pré-antese,
antese e pés-antese (Figura 4). Na maioria dos,casdotdes e flores tiveram
seus verticilos estéreis retirados manualmenteisemos, quando necessario.
Posteriormente, o material foi fixado em solucdoKdenovsky em tampao
fosfato 0,075 M (pH 7,2-74) por 24 horas, lavadostampédo fosfato 0,075 M
(pH 7,2-7,4)(KARNOVSKY, 1965), desidratados gradatnente em etanol
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% e conservados emle&tadia

Figura Oxypetalum appendiculatunf: Botdo floral jovem. B: Botéo floral, sem a
corola, evidenciando o inicio da secrecdo do retiltd(SETA PRETA). C:
Botdo flordo, sem a corola, em estidgio de pré-antesidenciando o
primérdio do anexo bifido do ginostégio. D e E:rEb pds-antese, sem a
corola, em diferentes graus de maturagdo e conran@dSETA AZUL) ja
evidente. Barra de escala: 1 cm.

Para confeccdo do laminario permanente, as amdsteandesidratadas
em série etilica, na concentracdo de 90% e 100firadas e incluidas em
hidroxietilmetaclilato Leica®. Durante a desidrataginfiltracdo e incluséo, o

material foi submetido a vacuo afim de otimizarrogesso. As amostras foram
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seccionadas em micrétomo rotativo transversal gitladinalmente, com cerca
de 3-5 um, coradas com azul de toluidina (pH 4@BRIEN; FEDER;
MCCULLY, 1964) e montadas em resina sintética Pemt®, Balsamo do
Canada e/ou Verniz Vitral Incolor 500® (PAIVA et,&006). Todo o laminario
foi analisado em microscépio éptico e estereomadp® e registrado por meio
de captura de imagens em fotomicroscépio ou fodoesmicroscopio
trinocularos quais tiveram as escalas devidamemtpapadas sob as mesmas

condi¢bes Opticas.

3.4 Examede Superficie do Polinario e do Grao de Ra

Foram retirados os polinarios das flores em antesstes passaram pela
fixagdo em solucdo de Karnovsky em tampdo cacodii sodio 0,05 M
(pH7,2) (KARNOVSKY, 1965). As amostras foram lavadem tampdo
cacodilato de sodio 0,05M e fixadas em tetroxid@simio a 1%, de 1-4 horas,
em temperatura ambiente. Posteriormente, forandmésdas gradativamente
em solucdo de acetona, submetidas ao ponto aiticessecamento de €¥n
equipamento BAL-TEC, CPD-030, fixadas em suportéalit®e com cola de
prata e recobertas com ouro metalico (10 nm) emelmaBAL-TEC, SCD-050.
O material preparado foi observado e eletromicfag@a em microscéopio
eletrénico de varredura LEO-EVO 40, XVP.

Para a visualizacdo dos graos de pdlen, a paredmdie polinia foi
seccionada transversalmente em trés regides (apiediana e basal), a fim de
permitir a analise do seu conteudo interior. Odnpdbs foram fixados no
suporte metalico em duas posi¢des, ventral e dgae que fossem detectados

possiveis parametros promissores para a taxonaviéxdn.
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4 RESULTADOS

4.1 Morfologia do Botéo Floral e da Flor

Oxypetalum appendiculatunapresenta botbes florais (figura 5A)
dispostos em cimeiras corimbiformes, com preflavacguincucial (ou
espiralada), onde as duas primeiras pegas flofiaisnseiramente externas e as
duas ultimas inteiramente internas, a peca medianaberta pela segunda e
cobre a quarta (figura 5B). E perceptivel nas pétdb bot&o floral em estagio
avancado de desenvolvimento, dez depressbes emregi@ proximal
projetadas radialmente, que formam recipientes @a@imulo de néctar (figura
5A - Ponta de seta branca).

As flores sdo pentdmeras. As cinco sépalas saafiteas cinco pétalas
que, por sua vez, se alternam aos cinco elementasrdna e cinco estames; o
cdlice é dialissépalo e com sépalas verdes; aad@ajamopétala, apenas a
porcdo basal e mediana fundidas, e lobadas namedade, as pétalas séo
discolores, sendo a face abaxial verde amarelada face adaxial verde
amarelada com tons vinaceos predominantes (FigAlaaS coronas sédo creme
esverdeadas (Figura 5A - *), com lobos arredondadestdo situadas ao redor
do ginostégio, sendo fundidas na base e com &piegFigura 5A, D - *).

O ginostégio pentagonal se apresenta compostdyséla das anteras ao
estigma e estilete (Figura 5C); na extremidadeahpio ginostégio ha um
prolongamento do ginostégio, o anexo bifido, devandicea e ramificado acima
da porcdo mediana (Figura 5D). Cada uma das cinteras do androceu se
encontra coberta por um anexo, o denticulo (oudipémembranaceo (Figura
5C - Ponta de seta preta); o filete é subsésgju(&i8D); as anteras apresentam

uma expanséo alada e suboblonga nas lateraisasadasantera (Figura 5C -
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Seta branca). O local de encontro de duas asaseatfa forma a guia de calha
(trilho) (Figura 5C).

O gineceu é composto por dois carpelos, fundidds pstilete e
estigma, e com ovarios livres. Os estiletes unemaesua regido distal,
formando a cabeca dos estiletes. O estigma posstd porcdes receptivas
localizadas no ginostégio, mais precisamente attés transladores (ver

retinaculo - de coloracdo acastanhada) (FiguraS€&a preta).

Figura 5 Aspecto da flor d®xypetalum appendiculatur@: Botédo floral e flor em
antese. B: Pré-floragdo quincucial. C: Aspecto Iggoaginostégio, asas das
anteras(SETA BRANCA) retinaculo (SETA PRETA) e deulbo (PONTA
DE SETA PRETA). D: Corona, anexo bifido e nectdAB. = anexo bifido;
BO = botéo floral; NE = nectério; PE = pétala; SEépala; * = corona;
PONTA DE SETA BRANCA = depressao localizando nectdnterno.
BARRAS DE ESCALA: 4 mm (A); 1 mm (D); 250 um (C@ pum (B).
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4.2 Parede da Antera

Em Oxypetalum appendiculatufdart., mediante analise de um corte
transversal, séo identificadas cinco anteras kitedzisporangiadas (figura 6), as
guais ocupam uma posi¢do convexa na superficiendstggio (Figura 6A). As
anteras podem ser classificadas em trés difergmtgss, de acordo com a
posicédo que elas ocupam no botédo floral: (1) duésras inferiores, de maior
tamanho; (2) duas anteras medianas, de tamanhméd&rio; e (3) uma antera
superior, com o menor tamanho (Figura 6 A).

Com relacdo ao desenvolvimento da parede da amsi®,é do tipo
dicotiledénio. Embora as anteras inicialmente agriesn tamanhos diferentes, o
desenvolvimento da parede da antera, bem como eogparogénese e a
microgametogénese ocorrem da mesma forma, comédo;oncomitantemente
entre as anteras, nem tdo pouco entre os microgposdda mesma antera
(Figura 6A, 7C).

O desenvolvimento dos I6culos se inicia nas duageras
basais.Nestasos l6culos proximos se desenvolvamepd, uma vez que esse
contetdo adjacente unido forma um polinario. Amls, isimultaneamente, os
I6culos adjacentes das anteras basais e das antedianas se desenvolvem.
Por fim, os l6culos das anteras adjacentes dasaanteedianas e da antera
superior terminam o desenvolvimento. Outra obséioegnstadaé que os
I6culos de cada antera estdo situados na meta®ime cada antera e a altura
dos léculos nas cinco anteras séo diferentes sintea vez que as anteras tem
tamanhos diferentes (Figura 6A).

Anatomicamente, o primérdio da antera do primestagio do botéo
floral de O. appendiculatunapresenta protoderme unisseriada, cujas célutas sa
cuboides e com nucleo evidente. O tecido merisiem@drquesporial) da antera

diferencia-se em duas porcdes e apresenta c&oldisinétricas com citoplasma
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denso e nulcleo central conspicuo (Figura 6B).Numurs#o estagio de
desenvolvimento do botdo observa-se a camada glapdmaria alongada
radialmente (Figura 6C - Seta branca) e passanddiyiedo periclinal (Figura
6D - Seta preta),originando as camadas parietaisapas externa e interna
(Figuras 6D, E). A camada subjacente a camadatalapemaria também se
alonga radialmente e entra em divisdo periclinalorgina as células
esporogénicas externamente e células meristematieanamente (Figura 6C,
D-*).

A camada parietal primaria externa se divide odgido a camada
parietal secundaria, que origina o endotécio. Ausééria interna origina a
camada média. A camada parietal primaria interna pdissa por divisdo
mitética e diferencia-se diretamente em tapete.célslas meristeméticas da
regido interna do l6culo da antera (regido doraamtera) dividem-se periclinal
e anticlinalmente formando um tecido cujas célalpesentam paredes finas,
contetdo denso e nucleo conspicuo (Figura 6E - *).

Numa fase posterior do botéo floral, a camada nedigapete dividem-
se periclinalmente, formando, cada um, dois estrate suas respectivas
camadas (Figura 6F).Portanto, nessa fase, a aa@esenta seis estratos
parietais: a epiderme, o endotécio sem espessasneiais estratos de camadas
médias parenquiméticas e dois estratos de tapatepditante ressaltar que as
células adjacentes ao loculo na regido dorsal daranque iniciaram sua
diferenciacdo no estagio anterior, diferenciam-se tapete (Figura 6F - *).
Portanto, o tapete é bisseriado na por¢céo ventrallésseriado na regidodorsal
do loculo, voltada para o feixe vascular.O tapetepdrcdo ventral apresenta
células cuboides e de paredes bem definidas e slacndonspicuo, situado na
por¢éo central da célula (Figura 6F). J& na podgisal o tapete tem formato
alongado radialmente a cuboide. Emappendiculatuno tapete é secretor (ou

glandular) e circundante ao I6culo (Figura 6F).
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Na fase pré-antese observa-se a epiderme unissect@dposta por
células de formato cuboide a levemente convexay tainanho é variavel
(Figuras 6G, H). Nas extremidades laterais, a antissenvolve um bordo
saliente, a “asa da antera”, caracterizando-a aoa $essao triangular (Figura
6G). Na regido distal das asas a epiderme alongaeialmente, entretanto
permanece uniestratificada com paredes finas estidgepor uma cuticula
delgada (Figura 6G).A epiderme, 0 endotécio e azadas médias se tornam
mais delgados radialmente, sendo comprimidosnaaedp estébmio, e algumas
células do tapete podem se tornar binucleadasré-GfB).

No estdgio correspondente ao grau maximo de mdmrag flor,
guando ocorre a antese, a epiderme, o0 endotéc® @rmadas médias séo
obliterados na regido do estébmio, que fica voltpdoa a parte interna, em
contato com o ginostégio (Figura 6l). Nesta faséqpete j4 estd degenerado
(Figura 61, J). As asas das anteras aumentam aiagaseu comprimento; e 0
parénquima da antera exibe depésito de parede ddmtare lignifica-se. Na
porcao ventral da antera, na regido de separagi®cks, a epiderme e parte do
septo também se lignificam (Figura 6J). Permanessmlignificacdo o restante
da epiderme, o feixe vascular e a regido que dii@um l6culo, cerca de seis
camadas de células, inclusive parte do septo qparaeas tecas (Figura 61, J).
Na porgéo distal das asas anteras verifica-se maffffo das guias de calhas
(Figura 6K).
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Figura 6 Seccdes transversais do appendiculaturA: Aspecto
geral do androceu; notar tamanhos desiguais e edifss fases de
desenvolvimento das anteras. B: Primérdio de amteidenciando tecido
meristematico(arquesporial). C: Primérdio de antemvidenciando
protoderme, camada parietal primaria (SETA BRANCAE
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tecidoesporogénico em mitose (*). D: Divisdo da aden parietal primaria
(SETA PRETA). E: Primérdio de antera com camadasefadés primarias
externa e interna (*). F: Antera com cinco camagasetais: epiderme,
endotécio indiferenciado (PONTA DE SETA PRETA), slitamadas médias
(PONTA DE SETA BRANCA) e tapete. Notar que endaiécicamada média
externa sdo produto da divisdo celular da camadetglasecundaria externa.
G: Antera em flor pré-antese, e com as “asas dasaai ainda imaturas; H:
Tapete multiestratificado (*); I: Antera madura coparede da antera
lignificada e polineas j& isoladas dos léculos dievao rompimento do
estdmio. J: Detalhe da abertura da antera. K: Enzale duas asas de anteras
adjacentes formando “guia de calha”. AS = asa tler&nCMM = célula mée
do micrésporo; FV = feixe vascular; Gl = gineceu; #Mmicrésporos; PR =
protoderme. TA = tapete; BARRAS DE ESCALA: 200 pip 125 um (A,
G); 100 um (B, J, K); 50 um (C, D, E, F, H).

4.3 Microsporogénese e Microgametogénese

O desenvolvimento do micrdsporo inicia-se no priofimda antera com
a protoderme envolvendo o tecido meristeméatico demethciacdo em cada um
dos dois microsporangios da antera, 0s quais sfaraios por células
vacuoladas que formam o septo, evidenciando ataséhiciais do esporangio,
as quais sdo isodiamétricas e apresentam citoplatenao (Figura 7A).
Conforme ja relatado, a microsporogénese e a naanetpgénese ndo ocorrem
concomitantemente entre as anteras, nem tao poteas microsporangios da
mesma antera (Figura 7C), contudo as fases sadhsates.

As células esporogénicas comecam sua diferenciagi@mdo quatro
células abaixo da camada parietal primaria alongame dividem-se
periclinalmente formando também as células meristieas que formardo o
tapete multisseriado (Figura 7B, Seta preta). Aatrqucélulas esporogénicas
tornam-se mais evidentes que as demais célulasatosporangio (Figura 7D)
e passam por uma mitose radial, formando oito aglolde dos micrésporos ou
0s microsporécitos (Figura 7C, E, F). Cabe ressalijae as células
esporogénicas formam quatro colunas de célulaseepgssam por mitoses
transversais preenchendo a metade inferior dodédalantera de células-mée
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dos micrésporos, as quais estdo dispostas inclimexta nesse loculo (Figura
7F).

Cada célula-mée do micrdsporo sofre uma meiosmafodo uma diade
de micrdsporos (Figura 7C) e, logo apds, uma tétdel microsporos com
formacdo de parede apods cada divisdo (Figura 7&ckerizando uma
microsporogénese sucessiva. A tétrade de micréspoiginada € linear (Figura
7H). Ao final desta fase ocorre a citocinese copodigdo de calose, separando
0s microsporos (Figura 7H). Nesta fase ja se iridaposi¢do da esporoderme.

A partir deste estagio ocorre o inicio da microgag@nese, periodo em
que a célula entra em mitose assimétrica, dandperariao grdo de pélen
bicelular (Figura 71). A célula vegetativa se erntcema porcao central e com
nucleo esférico central, ocupando a maior parteotlime do gametéfito jovem.
Ja a célula generativa encontra-se na periferiz@hlda vegetativa(Figura 71). A
primeira sofre uma divisdo, originando duas céldsgermaticas (Figura 7K,
Seta branca). O grdo de pélen maduro é tricelulaaperturado (Figuras 7J, K,
L, M). A esporoderme é lisa e sem ornamentacaaina €-iguras 7L, M).

Nesta espécie, os grdos de péblen estdo dispostom ardos
individualizados, separados por uma parede (Figifa K, L, M),porém
aglutinados em uma polinia (Figuras 7K, L, M; 8 A-® envoltos por uma
camada amorfica (Figuras 7L, M) e hialina (Figufa. 7
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Figura 7 Microsporogénese e microgametogéneseOaypetalum appendiculatum
Secgbes transversais das anteras, exceto K, quengitudinal. I-J:
Microscopia eletrbnica de varredura. A: primérdia dntera mostrando
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células esporogénicas. B: Células esporogénicamitmse (SETA PRETA).
C: Vista geral do botdo mostrando anteras em difesealturas. D:Células
esporogénicas. E, F: Microsporécitos. G:Diadesn@jar formagdo de parede
apos divisdo (Ponta de seta preta). H: Tétraddgaga(*). |: Graos de polen
bicelulares. J: Graos de pdlen maduros individadtiz em lojas. K: Polinea
evidenciando grédos de polen tricelulares; SETA BRANaponta duas
células espermaticas. L: Vista geral da polineatnaodo cada gréo de poélen
em uma loja. M: Grdo de poélen inaperturado, de &bom
subesferoidal. BARRAS DE ESCALA: 200 pm (C); 100 (@®y; 50 um (A,
B, D, E, H, |, K); 25 um (G); 20 um (L); 10 um (M).

4.4 Polinario

Na espéci®xypetalum appendiculatumepiderme secretora da cabeca
dos estiletes é responsavel pela secrecdo doadanslque é formado pelo
retinaculo e caudiculas (Figura 8A). Esta secradd@iccabeca dos estiletes é
fluida e depositada nas fendas criadas pela jude&sas de anteras adjacentes
(Figuras 6A, 7C). Quando ocorre a antese, estdoflantra em contato com a
polinia, alojada no interior do lé6culo da ante@mnfando o polinario, conjunto
formado de polinia (porcdo reprodutiva) e transiagorcéo estéril) (Figuras
8A-D).

As caudiculas, segmentos do translador que est@tamiente em
contato com as polinias, apresentam expansdes @&mosgao apical (Figuras
8A) elesdes visiveis quando o polinario € retirdddlor, evidenciando a intima
associacao do translador com a epiderme exteraatdea (Figura 8B, C - Seta
branca).

O translador apresenta uma expansdo alada no dpicestinaculo
(Figura 8A) e na regido apical e ventral do retildcuma projecao de ambas as
faces, que cria um conjunto de dois ganchos, dinecios em regides opostas e
gue sao responsaveis pela fixagdo no agente paalimizo mecanismo de clip,
culminando com a dispersdo de todo o polinariouféig 8A, D, E). Na por¢éo

apical do retinaculo, os denticulos apicais daranparticipam ativamente da
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morfologia do “mecanismo de clip”"(Figura 8E). Nargio basal do retiniculo
existe uma projecdo da epiderme do ginostégio dxee & translador e,
consequentemente, o polinario (Figuras 8E,F).

Ja a outra parte do polinario, a polinea, verifieague apresenta uma
pelicula envolvendo-a (Figuras 8 A-C). Ao se obaesvpolinia exteriormente é
possivel visualizar as depressbes que delimitaranzai@ onde cada grao de
polen se encontra alojado (Figuras 8A, B). Em nsioopia 6ptica, essa pelicula
é cristalina (Figura 7H) e envolve tanto a poligieanto cada um dos gréos de

poélen, isolando-os em lojas (Figuras 6 1, J).
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Figura 8Polinario d®©xypetalum appendiculatufiC: MEV. Sec¢8es longitudinal (D)
e transversal (E-F). A: Visdo geral do Polinério. ®linia evidenciando a
compartimentalizacdo dos grdos de pdlen, percéptizesua superficie. C:
Cicatriz na caudicula ocasionada pela retiradadtiodrio da antera/ginostégio
(SETA BRANCA). D: Visdo geral do polinario atreladms antera e ao
ginostégio. E: Translador, com retinaculo evidemgto “mecanismo de clip”
e as duas caudiculas na parte inferior. F: Invgdin@a epiderme do ginostégio
responséavel pela fixagdo do translador. AN = astadjacentes; AS = asas das
anteras adjacentes; CA = caudicula; FI = filete;=Pfblinia; RE = retinaculo;
SETA PRETA = denticulos. BARRAS DE ESCALA: 250 pR)j;(200 pum (A,
D, E); 100 um (B); 20 um (C).
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5 DISCUSSAO

A morfologia floral de Oxypetalum appendiculatumfornece
caracteristicas importantes para a taxonomia. Ala@ormpor exemplo, com
tonalidade vinacea na base interna é uma cardici@rfmra a determinacao da
espécie. O anexo bifido do ginostégio € outro earfite auxilia na identificacao
da espécie em questao. Ao analisar a morfoanateni2b espécies nativas de
OxypetalumSilva et al. (2008) se referiram a morfologia doogtégio como
bom par@metro para a segregacdo de espécies. Camiter relevante € a
corona, que se encontra unida ao tubo da cor@dmbém a base dos estames,
porém estao fundidas entre si somente na baseeapaado os lobos levemente
arredondados e livres. A morfologia e a vasculgéigada corona séo Unicas
para cada espécie e sdo apontadas como bonsaatjara a identificacdo de
individuos. EmO. appendiculatums feixes vasculares as vezes se dirigem aos
segmentos da corona, mas nao penetram nos mesiBEHRA/ISHEPHERD,
1999a; SILVA et al., 2008).

Na maioria das espécies da subtribo Oxypetalina@o udos filetes
forma um tubo, porém esta caracteristica ndo foseotada emO.
appendiculatuma qual apresenta estame subséssil, nem tdo poudobanksii
subspbanksiie subspcorymbiferume no grupo €. insigne(KUNZE, 1996;
LIEDE, 1996; SILVA et al., 2008). Sugere-se gqueuaémcia dessa unido dos
filetes formando um tubo pode ser uma apomorfia pastithada entre as
espécies d®xypetalumde posicao derivada dentro do género, conformeetie
Schumann et al. (2005) retrataram em seus estudos.

Com relacdo as anteras, a espé€aypetalum appendiculatum
apresentou antera bilocular com desenvolvimentéipgodicotileddneo, sendo
constituida por seis camadas parietais: a epideem@ptécio, duas camadas

médias e tapete bisseriado do tipo secretor, smadisando a descricdo de
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Oxypetalum banskiRoem. et Schult. subspanskii (VALENTE, 1977). A
antera bilocular € inerente e exclusiva aos indiwédde Asclepiadoideae e
indica estado de carater sinapomorfico, pois as agensubfamilias de
Apocynaceae apresentam anteras tetraloculares (ESBRBRUYNS, 2000),
com excec¢do de uma Unica espétrachelospermum fragrari&pocynoideae),
que também é bisporagiada (SUD, 1984).

Analisando o padrdo de formagéo da anterRalevolfia serpentingl.)
Benth. ex Kurz, Ghimire, Ghimire e Heo (2011) com@m que esta espécie
também apresenta seis camadas parietais, tape¢toser desenvolvimento da
antera do tipo dicotileddnio, conferindo uma semedfa anatdbmica das anteras
entre as subfamilias Rauvolfioideae Kosidujvolfial.) e Asclepiadoiedae R.
Br. ex Burnett OxypetalumR. Br.), mesmo estas estando em extremos opostos
do grau de derivacdo evolutiva de Apocynaceae.

Por outro lado, paravallaris foetida (L.) Raf., outra espécie de
Rauvolfioideae, a antera apresenta um extrato tphnariante entre 10 e 14
camadas (MAHESHWARI, 1970), com o mesmo padraocedemiolvimento da
antera, ou seja, dicotiledéneo. Portanto, o dedeinvento da antera do tipo
dicotileddneo pode ser considerado constante pafamdlia Apocynaceae,
embora o numero de camadas parietais varie entmabroe da propria
subfamilia. O nimero de camadas parietais talveggprepresentar um caréater
constante entre espécies do mesmo género, confitireeevado para as espécies
de Oxypetalummas parece ter evoluido mais de uma vez indeptrdente.

Ainda com relacdo as camadas parietais, Manning6j1%0 analisar
125 familias de Angiospermas, constatou que a paded endotécio possui
espessamento do endotécio caracteristico. Na fafgocynaceae, o endotécio
€ constituido por células alongadas, cujas paregessentam espessamento
secundario lignificado em forma de trabécula, mate gpardmetro ndo é
constante em todas as subfamilias (KOTOVSKI, 2@®I8JOES; CASTRO;
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KINOSHITA, 2006). Kotovski (2013) utilizou o padrade lignificacdo do
endotécio d&dllamandaL. como ferramenta para a taxonomia, justificagde

a lignificacdo homogénea do endotécio é um parénpeira a manutencéo do
género em Rauvolfioideae.

Em O. appendiculatumentretanto,ndo ha evidéncia de espessamento do
endotécio, o qual exibe células parenquimaticaz@alestacadas na antera. A
lignificacdo da antera, no entanto, € macica comdado e a porcdo distal das
asas exibe um trilho. Sim@es, Castro e Kinoshi@0g® relataram que a
formacgéo de trilhos que direcionam o aparato bdoapolinizador também é
encontradono espessamento endotecial na tribo Kkiesse Miers
(Apocynoideae).

Em Rauvolfioideae (exceto em géneros de Tabernadamege G. Don)
e Periplocoideae R. Br. ex Endl também ndo oca@néficacéo especializada na
antera, enquanto que nas demais subfamilias afid@gao est4 presente,
podendo ocorrer em diferentes regides da antenap c@ parte apical, basal ou
em toda a sua extensdo (ENDRESS; BRUYNS, 2000gntale Costa (2005)
comprovaram a presenca de barras de espessamasnidatécio subjacente aos
I6culos nas anteras ddarsdenia loniceroidek. Fournier.

Filogeneticament®!. loniceroidesesta inserida na tribo Marsdenieae, ja
O. appendiculatumserido na tribo Asclepiadeaedo “Clado MOOG” (LIED
SCHUMANN et al.,, 2005) e ndo apresenta espessamemdotecial, nos
levando a concluir que o espessamento do endopiéxie ser um caracter
inerente apenas a tribos ancestrais desse cladgereSse que par®.
appendiculatum na auséncia do espessamento do endotécio sudofude
auxiliar na abertura da antera é perfeitamente ddmpelo tecido lignificado
da antera, justificando a auséncia da lignificadésse tecido. Ademais, o
espessamento secundario da antera auxilia no pmcde polinizacéo,
aprisionando o polinizador (KOTOVSKI, 2013).
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O tapete secretor, bisseriado na regido ventrallésseriado na dorsal
da espécieestudada, tem inumeras funcdes, deatrewkicdo dos micrésporos
e desenvolvimento dos grdos de poélen, producaoluldoflocular, calase,
polissacarideos, precursores da exina, ligament®s vidcina, orbiculos,
proteinas, enzimas e “polenkitt’/trifina (DEMARC@0Q15; PACINI, 1997). O
tapete do tipo secretor com anteras volumosas ®snmiicrosporos/graos de
polen é uma caracteristica inerente as Apocyna¢BEMARCO, 2014;
PACINI; FRANCHI; HESSE 1985).

O tapete bisseriado foi reportado na subfamilidejpsadoideae para as
espécies Cynanchum callialata, Pergularia daemiae Tylophora
indica(MAHESWARI, 1964), porém nédo ocorre multiplicacdesdas camadas
na regido dorsal da antera como visto @n appendiculatum.O tapete
multisseriado que ocorre e@®. appendiculatunpode ser uma autapomorfia da
espécie, embora mais estudos ainda sejam necespéara comprovacao dessa
afirmacdo. Ao analisar estruturas secretoras na&o triAsclepiadeae
(Asclepiadoideae), Demarco (2015) concluiu queéhslas do tapete glandular
secretam uma substancia lipidica que reveste todaolimia e, ainda, é
percussora da exina.

Foi encontrada uma pelicula hialina que revesteoknip em O.
appendiculatumsegundo Demarco (2015), que é composta de espeniya, a
gual é secretada pelo tapete e é também respomsavelvestir a polinia e criar
compartimentos que isolam os grdos de pélen unsodtves (DEMARCO,
2015), e sem poros de interconexdo entre os comgatbs (VERHOEVEN,;
VENTER, 2001). EmMatelea denticulata(Vahl) Fontella & E.A. Schwarz
também foi encontrada esta pelicula hialina sem&gha& encontrada nas
espécies d®xypetalum(SCHILL; JAKEL, 1978). A presenca dessa pelicula

hialina nessas espécies pode ser explicada pelmmlade das subtribos
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Gonolobinae Nateleg e Oxypetalinae @xypetaluih no “Clado MOOG”
(DEMARCO, 2015; LIEDE-SCHUMANN et al., 2005).

A polinia em Periplocoideae e Secamonoideae ndeveéstida pela
pelicula hialina, como ocorre Asclepiadoideae (VEMIVEN; VENTER,
2001). Na tribo Fockeeae (Asclepiadoideae) ha uetmgdo da parede da
polinia bastante semelhante ao padrédo da subfaBeitiamonoideae, garantindo
sustento para esta tribo ser a mais basal dentreAsdepiadoideae
(POTGIETER;ALBERT, 2001).

No que se refere a microsporogénese, os resuliadmsmram em O.
appendiculaturm tipo sucessivo. As espécig3alotropis procera (Aiton)
Dryand. eAsclepiasL., ambas pertencentes a tribo Asclepiadeae, eig@am
padrdo de microsporogénese semelhante ap@endiculatumindicando que o
padréo de desenvolvimento é compartilhado pelegiantes da tribo (CORRY,
1882; DICKO-ZAFIMAHOVA, 1882; ENDRESS; BRUYNS, 20p0 A
microsporogénese sucessiva pode ser consideratlzsive, uma sinapomorfia
de Secamonoideae e Asclepiadoideae, cujas espépresentam polinias
verdadeiras (ENDRESS; BRUYNS, 2000). A tétrade prath por este tipo de
microsporogénese € linear, conforme observado pmeciesestudada e também
comumente encontrada em espécies que possuendgrdien aglutinados em
polinias (DEMARCO, 2015; DICKO-ZAFIMAHOVA, 1882).

Oxypetalumappendiculatumapresenta cinco polinarios, cada um
consistindo de: um par de polinias péndulas; daadiculas; e um corplsculo
central, o retinaculo, que possui uma expansaadktdral. A orientacdo da
polinia em relagdo ao translador foi utilizada pelessificar Asclepiadoideae
em trés tribos: (1) Marsdenieae, com polinias sy Gonolobeae, polinias
horizontais; e (3) Asclepiadeae, com as polinias ndpi&s
(SWARUPANANDAN et al.,, 1996). Devido ao fato de pos polinias

péndulasQ. appendiculatuné inserido na tribo Asclepiadeae.
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O tamanho, a forma, a orientacdo das poliniassigdm das caudiculas
e do retinaculo séo utilizados principalmente pamdeterminacdo de espécies
(SINHA; MONDAL, 2011; SCHUMANN, 1895; SILVA et al.,2008;
FOURNIER, 1885). A expansdo alada no é&pice do &etilo de O.
appendiculatuné um carater que auxilia na identificacdo da @eg&LVA et
al., 2008). O retinaculo, assim como as caudicuéams, superficie brilhante e
consisténcia cornea, mas o retinaculo distingudase caudiculas por sua cor
castanho-avermelhada, e a cor escura das caudicatasteriza o género
Oxypetalun(SILVA et al., 2008).

Por fim, o grdo de pélen tricelular @& appendiculatué um carater
compartilhado com a maioria das espécies de Apcaewma Apesar disso, graos
de polen bicelulares j4 foram relatados p&atharanthus pusillusL. e
Rauvolfia serpentingL.) Benth ex Kurz (LAMBA,1976). Com relacdo a
abertura do pélen na familia Apocynaceae ha trémemtos filogenéticas de
desenvolvimento, as quais sdo refletidas na esrutdo poélen: (1)
Rauvolfioideae, apresenta pélen colporado ou poré2lp Apocynoideae e
Periplocoideae, possuem poélen porado; (3) Secameaeie Asclepiadoideae
(Oxypetaluny detentoras de polinia verdadeira, possuem pidlaperturado
(ENDRESS; BRUYNS, 2000). O pdlen inaperturado ictifa presenca de.

appendiculatunem Asclepiadoideae.
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6 CONCLUSAO

A morfologia da corola bem como a sua coloracdéaocgae, a presenca
do anexo bifido na porcéo distal do ginostégiopma cuja porcao distal é
livre e lobada e a expansédo alado do retindculocasiacteres exclusivos da
espécigOxypetalum appendiculatum

O estame subséssil e auséncia de espessamentoddtécen sdo
caracteristicos do géne@xypetalunR.Br. A disposicao dos filetes das anteras,
ndo formando um tubo, reforca a posicdo @e appendiculatucomo
pertencente ao grupo de espécies mais derivadag@ryo. Ja a auséncia do
espessamento do endotécio é um carater compactifehas pelas espécies da
tribo Asclepiadeae.

A antera bilocular, o tapete bisseriado, a micromgénese sucessiva, as
tétrades lineares e o gréo de pdlen inaperturamlcepdrtados como inerentes as
espécies de Asclepiadoideae, subfamilia enOyusppendiculatuesta inserida.

Caracteres como desenvolvimento da parede da amteratipo
dicotileddneo, tapete secretor, presenca de pslinegrao de polen tricelular
ratificam as caracteristicas taxondmicas da farAfiecynaceae.
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