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RESUMO

Caryocaraceae ¢ uma familia neotropical que apresenta um histdrico taxondmico complexo e
atualmente esta circunscrita entre as Malpighiales. Contudo, estudos moleculares ainda tém-se
mostrados insuficientes para estabelecer as relacdes entre as familias dentro da ordem.
Hipoéteses de que a embriologia e o desenvolvimento floral poderiam resolver essas relagdes
téem sido levantadas, pois ambas podem ser utilizadas com é&xito no agrupamento ou
segregagao de grupos em diversos niveis taxondmicos. Como a embriologia de Caryocaraceae
e de mais 11 familias de Malpighiales ainda ¢ desconhecida, nosso estudo pretende diminuir
parte dessas lacunas, estudando a embriologia da antera e do grao de polen de Caryocaraceae.
Para isso, ramos férteis de Caryocar brasiliense foram coletados nas imediagdes do municipio
de Uberlandia, Minas Gerais. O material foi processado seguindo técnicas usuais de
microscopia de luz e eletronica de varredura. O desenvolvimento da parede de C. brasiliense
¢ do tipo Dicotiledoneo, apresentado epiderme persistente, endotécio fibroso, uma camada
média efémera e tapete do tipo secretor. A citocinese ¢ simultdnea e origina tétrades
tetraédricas. O grao de pdlen ¢ tricolporado, prolato esferoidal, com ornamentac¢do reticulada
e possui duas células no momento da dispersdo. Nossos resultados mostraram que
Caryocaraceae difere das demais familias, principalmente, por apresentar desenvolvimento do
tipo Dicotiledoneo. Futuramente pretendemos estudar o desenvolvimento do 6vulo, a fim de
acrescentar uma quantidade maior de dados que possam contribuir para o posicionamento de
Caryocaraceae dentro de Malpighiales.

Palavras-chave: Anatomia. Androceu. Embriologia.



ABSTRACT

Caryocaraceae is a neotropical family with a complex taxonomic history and currently
circumscribed inside Malpighiales. Notwithstanding, molecular studies have still not
sufficient to establish family relationships within the order. As embryology and floral
anatomy and development can be successfully used to solve taxonomic problems, hypotheses
suggesting those studies could be helpful to Malpighiales circumscription has been raised. As
the embryology of Caryocaraceae and 11 other Malpighiales families is still unknown, our
study intends to narrow some of these gaps by studying the embryology of the anter and
pollen grain of Caryocaraceae. For this, fertile branches of Caryocar brasiliense were
collected in the nearness of the Uberlandia city, Minas Gerais. The material was processed
using standard light microscopy and SEM techniques. The anther wall development of C.
brasiliense is of the Dicotyledonous, with the persistent epidermis, fibrous endothecium, an
ephemeral middle layer, and secretory type tapetum. Cytokinesis is simultaneous, originating
tetrahedral tetrads. The pollen grain is tricolporate, spheroidal prolate, with reticulated
ornamentation, and has two cells at dispersion. Our results showed that Caryocaraceae differs
from relative families, mainly because it presents Dicotyledonous type development.
Hereafter, we intend to study the ovule development in order to add more comprehensive data
that may contribute to the circumscribing of Caryocaraceae within Malpighiales.

Keywords: Anatomy. Androecium. Embryology.



INTRODUCAO

Caryocaraceae Voigt ¢ composta por 27 espécies distribuidas em dois
géneros, Caryocar L. com nove e Anthodiscus G. Mey com 18 espécies (Stevens, 2001
atualizado constantemente). E uma familia exclusivamente neotropical que ocorre da Costa
Rica ao Paraguai e Brasil, desde o Paran4, até a regido oriental dos Andes (Prance e Silva,
1973). Seus representantes possuem folhas opostas ou alternas, trifolioladas e estipuladas,
usualmente com margem serreada; inflorescéncias de racemos terminais com raquis curtos,
frequentemente em corimbo; flores de tamanho médio a grande, hipdginas, actinomorfas com
calice e corola claramente diferenciados apresentadno, geralmente, cinco pecas cada (Prance e
Silva, 1973). O androceu ¢ polistémone, com longos filetes unidos na base (Prance e Silva,
1973). O gineceu possui de trés a 20 loculos com mesmo nimero de estiletes livres (Dickison,
1990). Os frutos sdo drupas e as sementes reniformes (Prance e Silva,1973).As principais
caracteristicas que diferenciam os dois géneros de Caryocaraceae sdo a presenga de folhas
alternas, racemo longo, célice indistintamente lobulado e radicula espiralada presentes em
Anthodiscus e folhas opostas, racemos curtos, sépalas separadas e radicula reta e espessa em
Caryocar (Williams, 1935).

No Brasil, ocorrem 16 espécies de Caryocaraceae (Flora do Brasil, 2020),
sendo que o género Caryocar ¢ bastante comum no bioma Cerrado, com ocorréncia do
planalto do sul do Brasil central até o Parana (Prance e Silva, 1973). As espécies de Caryocar
sdo importantes para a ecologia, fornecendo diversos recursos para seus visitantes, seus frutos
apresentam um grande importancia econdmica pois sdo utilizados em comidas tipicas e sua
madeira € usada na construcao civil e embarcagdes rusticas das comunidades em que o género
ocorre (Prance e Silva, 1973). Segundo o trabalho de Rodrigues e Carvalho (2001), o dleo

extraido da castanha ou do pirénio possui aplicacdes na medicina popular, podendo ser
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utilizado no tratamento de asma, bronquite, coqueluche e resfriados, como afrodisiaco e
tonico.

A familia Caryocaraceae apresenta um histdrico taxondmico complexo, € ja
esteve posicionada proxima a Sapindaceae (Prance e Silva, 1973) na ordem Sapindales, na
ordem Guttiferales (Wettstein, 1935) e na ordem Theales (Hutchinson 1969Gundersen 1950,
Cronquist 1968, Takhtajan 1969). Atualmente, segundo evidéncias moleculares, estd inserida
na ordem Malpighiales (Stevens, 2001 atualizado constantemente) dentro do clado das
eurosideas. Entretanto, a posicdo exata de Caryocaraceae dentro de Malpighiales ainda
permanece indefinida (Stevens, 2001 atualizado constantemente). Wurdack e Davis (2009)
utilizaram 13 regides de diferentes genes para revisar as relagdes da ordem Malpighiales e
sugeriram que estudos na area da embriologia comparada, estrutura floral e desenvolvimento
seriam importantes para acrescentar dados que contribuam para o esclarecimento das relagdes
de parentesco na ordem. Entretanto, um levantamento bibliografico realizado por Endress et
al. (2013), demonstrou que em 13 familias de Malpighiales o desenvolvimento de 6vulos e
embriologia ainda s3o desconhecidos, como em Caryocaraceae, Centroplacaceae,
Euphroniaceae, Goupiaceae, Ixonanthaceae, Lacistemataceae, Lophopyxidaceae,
Malesherbiaceae, Medusagynaceae, Pandaceae, Peraceae e Quiinaceae; dificultando esse tipo
de abordagem.

Em seu trabalho, Maheshwari (1950) listou algumas das principais
caracteristicas embriologicas que podem ser utilizadas para questdes taxondmicas, como o
tipo de tapete da antera; meiose da célula mae de microsporo; desenvolvimento e organizacdao
do grao de pdlen; forma e extensao do nucelo; origem e extensao do tecido esporogénico no
6vulo; megaesporogénese ¢ desenvolvimento do saco embrionario; forma e organizacdo do
saco embrionario maduro; tipo de endosperma; caracteristicas do embrido e certas

anormalidades do desenvolvimento (partenogénese, poliembrionia, etc.). O numero de
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espécies de angiospermas cuja embriologia ¢ conhecida no todo ou em parte ¢ insignificante
quando comparado ao numero total de suas espécies (Palser, 1975).

Em Malpighiales a embriologia também tem-se mostrado promissora para a
resolugdo dos problemas de parentesco entre suas familias e sugerindo como a reproducdo
tem ocorrido na ordem (Endress et al., 2013; Franca e De-Paula, 2017). Entretanto, assim
como ocorre nas angiospermas, a embriologia de Malpighiales ¢ pouco conhecida na maioria
das familias e totalmente desconhecida em Caryocaraceae, Centroplacaceae, Euphroniaceae,
Goupiaceae, Ixonanthaceae, Lacistemataceae, Lophopyxidaceae, Malesherbiaceae,
Medusagynaceae, Pandaceae e Quiinaceae (Endress et al., 2013; Franca e De-Paula, 2017).
Em Caryocaraceae, apenas o polen maduro foi estudado por Barth (1966).

O presente trabalho teve como objetivo estudar a embriologia da familia
Caryocaraceae, descrevendo inicialmente o desenvolvimento da antera de Caryocar
brasiliense Cambess., detalhando o desenvolvimento das camadas parietais, processos de
microsporogénese, microgametogénese e desenvolvimento do pdlen. Os resultados obtidos
foram comparados com os de outras familias da ordem Malpighiales, principalmente das
familias mais proximas a Caryocaraceae a fim de melhorar o entendimento das relagdes de

parentesco dentro da ordem.

MATERIAL E METODOS

Inflorescéncias em diferentes fases de desenvolvimento de Caryocar
brasiliense foram coletadas em fragmentos de cerrado nas imedia¢cdes do municipio de
Uberlandia, Minas Gerais. Ramos férteis foram coletados e processados para os estudos
anatomicos e para inclusdo como material testemunho na cole¢do do Herbario Uberlandense
(HUFU), com o nimero de registro 79.568 no Instituto de Biologia (INBIO) da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU). Para o estudo anatomico, flores e botdes florais de diversos
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tamanhos foram medidos em papel milimetrado e separados por tamanho de acordo com o
estagios de desenvolvimento. Apds a separacdo, o material foi dissecado e fixado em Trump
(MacDowell e Trump, 1979) por 24 horas e posteriormente desidratado em série etilica
crescente até etanol 50%, onde foi armazenado (Berlyn e Miksche, 1976).

Posteriormente, para a analise das estruturas anatomicas, anteras de diversos
tamanhos foram desidratadas até etanol 100%, incluidas em resina histoldgica e seccionadas
em microtomo rotativo Leica RM 2135, onde secgoes seriadas transversais foram obtidas com
4-6um de espessura. As secgdes foram distendidas em agua sobre laminas histoldgicas
aquecidas em placas aquecedoras com aproximadamente 50°C. ApoOs a secagem completa, as
laminas foram coradas com Azul de Toluidina 0,05% (O’Brien et al., 1964, modificado com
tampao acetato e pH 4,7). As laminas foram montadas com Entellan® e analisadas em
microscopio de luz. Para a andlise em Microscopia Eletronica de Varredura, graos de pdlen
maduros foram separados, fixados com aluminio e cobertos com ouro utilizando-se uma
espatula Leica EM SCDO050. Posteriormente, o material foi analisado em  microscopio
eletronico de varredura Zeiss EVO MA 100. As regides mais relevantes foram fotografadas
em fotomicroscopio Olympus BXS51 e organizadas com uso de programas de edigdo de

imagem nao vetorial (Adobe Photoshop®).

RESULTADOS

Em fases iniciais, a antera de Caryocar brasiliense € tetralobada e em cada
lobo apresenta um esporangio (tetraecsporangiada) (Fig. 1a). Nesta fase, a parede da antera ¢é
composta pela protoderme e uma camada parietal primaria subjacente e, mais internamente,
em cada esporangio, ¢ possivel observar as células arquesporiais (Fig. 1a). Em uma fase
posterior, a camada parietal primaria divide-se periclinalmente dando origem a duas camadas

parietais secundarias (Fig. 1b). A camada parietal secundaria externa também se divide,
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originando externamente o endotécio e internamente uma camada média (Fig. 1c). A camada
parietal secunddria interna se diferencia notapete, caracterizando o desenvolvimento da antera
como do tipo Dicotiledoneo (Fig. Ic). O tapete formado apresenta células cubdides com
citoplasma denso, nticleos volumosos e evidentes, ou seja, € do tipo secretor (Fig. 1c—d).

Na antera madura, a epiderme ¢ persistente, unisseriada e e possui células
alongadas periclinalmente. O endotécio ¢ formado por células alongadas anticlinalmente e
com fitas de lignina, caracterizando o espessamento da antera do tipo fibroso (Fig. le—f). A
camada média ¢ efémera e o tapete ndo ¢ completamente consumido, sendo ainda possivel
observar resquicios dessa camada depois que os graos de polen estdo formados (Fig. 1e—f).

As células arquesporiais aumentam de volume e originam as células mae de
micrésporo (ou microsporocitos) (Fig. 1 a—c). A célula mae de micrésporo sofre meiose e
tétrades tetraédricas sdo originadas (Fig. 1d). Nao ocorre formacao de parede entre as meioses
I e I, caracterizando a citocinese simultanea.

O grao de poélen ¢ prolato esferoidal e tricolporado. A exina & espessa,
composta principalmente por esporopolenina com ornamentagdo reticulada, formando de
l6bulos equatoriais e apocolpos caracteristicos (Fig. 1g). A intina ¢ fina, composta por
celulose e pectina, tornando-se espessa na regiao das aberturas. No momento da dispersao, o

grao de polen possui duas células, uma generativa e outra vegetativa (Fig. 1f).

DISCUSSAO

Os dados embriologicos de Caryocaraceae foram comparados com os de
Putranjivaceae, Elatinaceae, Malpighiaceae e Chrysobalanaceae, familias préximas
filogeneticamente (Tabela 1).

A antera de Caryocar brasiliense € tetraesporangiada, assim como relatado

em Putranjivaceae no género Drypetes (Tokuoka e Tobe, 1999) e Chrysobalanaceae em
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Chrysobalanus icaco e Geobalanus oblongifolius (=Licania michauxii) (Tobe e Raven, 1984).
O desenvolvimento da parede da antera em Caryocaraceae ¢ do tipo Dicotiledoneo e segrega
Caryocaraceae de Putranjivaceae (Tokuoka e Tobe, 1999) e de Chrysobalanaceae (Tobe e
Raven, 1984) que apresentam o desenvolvimento do tipo Basico. A natureza do tapete € uma
caracteristica diagnostica para a maioria das familias (Johri, 1992). Para C. brasiliense,
Drypetes (Putranjivaceae) (Tokuoka e Tobe, 1999) e C. icaco e G. oblongifolius
(Chrysobalanaceae) (Tobe e Raven, 1984) o tapete ¢ do tipo secretor e binucleado, sendo que
em Malpighia coccigera (Malpighiaceae) o tapete pode ser binucleado ou tetranucleado e
apresentar duas camadas (Siddiqui, 1968). Caryocar brasiliense possui a epiderme persistente
na maturidade e essa caracteristica também foi observada para as familias relacionadas
(Siddiqui, 1968; Tobe e Raven, 1984; Tokuoka e Tobe, 1999). O endotécio possui
espessamento do tipo fibroso em C. brasiliense, esse tipo de espessamento também foi
relatado em Drypetes (Putranjivaceae) (Tokuoka e Tobe, 1999), Bergia, Elatine (Elatinaceae)
(Kajale, 1939), M. coccigera (Malpighiaceae) (Siddiqui,1968), C. icaco e G. oblongifolius
(Chrysobalanaceae) (Tobe e Raven, 1984). Em C. brasiliense, uma camada média foi
encontrada. Em M. coccigera (Malpighiaceae) (Siddiqui, 1968) e em C. icaco e G.
oblongifolius (Chrysobalanaceae) (Tobe e Raven, 1984) sdo relatadas duas camadas, eem
Drypetes (Putranjivaceae), o nuimero de camadas varia de duas a trés (Tokuoka e Tobe, 1999),
sendo efémeras em todas as familias mencionadas.

A disposi¢do das tétrades ¢ tetraédrica em C. brasiliense (Caryocaraceae),
Drypetes (Putranjivaceae) (Tokuoka e Tobe, 1999) e em M. coccigera (Malpighiaceac)
(Siddiqui, 1968). Em C. icaco ¢ G. oblongifolius (Chrysobalanaceae) (Tobe e Raven, 1984),
as tétrades podem variar de tetraédrica a, muito ocasionalmente, decussada. A citocinese de C.
brasiliense ¢ simultanea, assim como em Drypetes (Putranjivaceae) (Tokuoka e Tobe, 1999),

Elatinaceae (Dathan e Singh, 1971; Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan, 1940;), M.
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coccigera (Malpighiaceae) (Siddiqui, 1968) e C. icaco e G. oblongifolius (Chrysobalanaceae)
(Tobe e Raven, 1984).

O grao de polen ¢ tricolporado, em C. brasiliense; e em Putranjivaceae
(Kohler, 1965; Punt 1962;), Elatinaceae (Erdtman, 1952; Melikian e Dildarian, 1977), ¢ em
Chrysobalanaceae ocorre variacdo, tricolporado e algumas espécies com quatro sulcos (Barth
e Silva, 1963; Demchenko, 1973; Patel et al., 1983; Prance ¢ White, 1988). Em C. brasiliense
e Putranjivaceae (Kohler 1965; Punt 1962), o grao de podlen ¢ prolato esferoidal e em
Chrysobalanaceae (Barth e Silva, 1963; Demchenko, 1973; Patel et al., 1983; Prance e White,
1988) pode ser oblato esferoidal, prolato esferoidal, ou subprolato A ornamenta¢do ¢
reticulada em C. brasiliense, tectareticulada em Putranjivaceae ( Kohler 1965; Punt,1962),
finamente reticulado em Elatinaceae (Erdtman, 1952; Melikian e Dildarian, 1977) e com
constrigdes equatoriais em Chrysobalanaceae (Barth e Silva, 1963; Demchenko, 1973; Patel
et al., 1983; Prance e White, 1988 ). Em C. brasiliense, Drypetes (Putranjivaceae) (Tokuoka e
Tobe, 1999), C. icaco e G. oblongifolius (Chrysobalanaceae) (Tobe e Raven, 1984) e
Malpighiaceae (Munshi e Farooq, 1969) o grao de polen possui duas células no momento da
dispersdo. Ja em Elatinaceae ocorre variacdo, Bergia com duas células e Elatine com trés
(Kajale, 1939).

Conforme abordado anteriormente, estudos sobre o desenvolvimento das
estruturas reprodutivas dentro da Ordem Malpighiales sd@o pouco realizados. Nosso trabalho
contribui para acrescentar novas informacgdes a respeito do desenvolvimento das estruturas
masculinas em Caryocaraceae. Muitas das caracteristicas encontradas sdo constantes nas
familias analisadas, sendo a diferenca mais relevante o tipo de desenvolvimento da parede da
antera, Dicotiledoneo em Caryocaraceae e Bdasico em Putranjivaceae, Elatinaceae,
Malpighiaceae e Chrysobalanaceae. Futuramente pretendemos  realizar  um estudo

complementar, que relate o desenvolvimento do évulo, que proporcione uma amostragem
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maior de caracteres de forma que auxilie na circunscricdo desses clados dentro de

Malpighiales.
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Figura 1. Antera de Caryocar brasiliense em secgdes transversais (a—f) e grao de pdlen em
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (g), mostrando seu desenvolvimento. (a) Antera
jovem tetralobada, note que cada lobo apresenta um esporangio. (b—d) Detalhe dos
esporangios. (b) Mostrando a protoderme, camada parietal primaria com a primeira divisdo e
uma célula arquesporial. (¢) Com as camadas parietais em formadas: epiderme, endotécio,
camada média e tapete. Internamente pode-se observar as células mde de microsporo. (d)
Apoés a formacdo da tétrade tetraédrica. (e) Visdo geral da antera com os grdos de pdlen
formados. (f) Detalhe de um dos esporingios, mostrando a epiderme dispersa, endotécio
fibroso, tapete persistente e grao de pdlen com as células vegetativa e um gameta. (g) Grao de
polen evidenciando seus colporos e sua ornamentagdo. ar: célula arquesporial; ci: célula mae
de micrésporo; cm: camada média; cp: camada parietal; cg: célula generativa; cv: célula
vegetativa; en: endotécio; ep: epiderme; gp: grao de podlen; mi: microsporangio; pr:

protoderme; ta: tapete; te: tétrade de microsporos; seta: divisao da camada parietal.






Tabela 1. Dados comparativos da embriologia de Caryocaraceae, Putranjivaceae, Elatinaceae,

Malpighiaceae e Chrysobalanaceae.



carater Caryocaraceae Putranjivaceae Elatinaceae Malpighiaceae Chrysobalanaceae
estado de carater autor(es) estado de carater autor(es) estado de carater autor(es) estado de carater  autor(es) estado de carater autor(es)
quantidade de tetraesporangiada  neste trabalho  tetraesporangiada  Tokuoka e Tobe ? ? tetraesporangiada ~ Tobe e Raven
esporangios (1999) (1984)
tipo de dicotiledoneo neste trabalho  basico Tokuoka e Tobe ? ? basico Tobe e Raven
desenvolvimento da (1999) (1984)
antera
epiderme persistente na neste trabalho  persistente Tokuoka e Tobe ? persistente Siddiqui (1968) persistente Tobe e Raven
maturidade (1999) (1984)
endotécio fibroso neste trabalho  fibroso Tokuoka e Tobe fibroso Kajale (1939)  fibroso Siddiqui (1968) fibroso Tobe e Raven
(1999) (1984)
camadas médias efémera neste trabalno  efémeras Tokuoka e Tobe ? efémeras Siddiqui (1968) efémeras Tobe e Raven
(1999) (1984)
uma camada neste trabalno  duas a trés camadas Tokuoka e Tobe duas camadas  Kajale (1939)  duas camadas Siddiqui (1968) duas camadas Tobe e Raven
(1999) (1984)
tapete secretor neste trabalho  secretor Tokuoka e Tobe secretor Kajale (1939);  secretor Siddiqui (1968) secretor Tobe e Raven
(1999) Raghavan e (1984)
Srinivasan
(1940); Dathan
e Singh (1971)
uma camada neste trabalho  ? ? duas camadas Siddiqui (1968) ?
citocinese simultanea neste trabalho  simultanea Tokuoka e Tobe simultanea Kajale (1939);  simultanea Siddiqui (1968) simultanea Tobe e Raven
(1999) Raghavan e (1984)
Srinivasan
(1940); Dathan
e Singh (1971)
disposicio das tetraédrica neste trabalno  predominantemente Tokuoka e Tobe ? tetraédica Siddiqui (1968) usualmente Tobe e Raven
tétrades de tetraédrica (1999) tetraédrica e muito  (1984)
microsporos ocasionalmente
decussada
deiscéncia longitudinal neste trabalho  longitudinal Tokuoka e Tobe longitudinal ? longitudinal Tobe e Raven
(1999) (1984)
grao de pélen tricolporado neste trabalho  tricolporado (Punt 1962; tricolporado Erdtman (1952); ? tricolporado, Prance e White
Kohler 1965) Melikian e algumas espécies  (1988), Barth e
Dildarian com quatro sulcos  Silva (1963),
(1977) Demchenko
(1973), Patel et
al. (1983)
prolato esferoidal neste trabalho (Punt 1962; ? ? oblato esferoidal, Prance e White

prolato esferoidal

Kohler 1965)

prolato esferoidal,
ou subprolato

(1988), Barth e
Silva (1963),
Demchenko
(1973), Patel et
al. (1983)



nimero de células
do grio de pdlen

reticulado

duas

neste trabalho

neste trabalho

tectareticulado

duas

(Punt 1962;
Kohler 1965)

Tokuoka e Tobe duas (Bergia)

(1999)

finamente
reticulado

trés (Elatine)

Erdtman (1952); ?
Melikian e
Dildarian

(1977)

Kajale (1939);  duas
Raghavan e
Srinivasan

(1940); Dathan

e Singh (1971)

Munshi e
Farooq (1969)

constrigdes
equatoriais

duas

Prance e White
(1988), Barth e
Silva (1963),
Demchenko
(1973), Patel et
al. (1983)

Tobe e Raven
(1984)
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