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RESUMO

A embriologia ¢ uma area de estudo que se originou da curiosidade em compreender os
processos envolvidos na reprodugao sexual das plantas. Atualmente a engloba o estudo de
caracteristicas presentes na formagao dos micro- e megagasporangios, esporos, gametofitos e
gametas, ¢ de estruturas associadas. Dentre esses processos, € possivel levantar uma grande
quantidade de caracteres que possuem aplicagdes taxondmicas. Entretanto, o nimero de grupos
cuja embriologia ¢ conhecida ¢ pequeno e podemos destacar dentre esses, a familia
Caryocaraceae Voigt. Caryocaraceae ¢ composta por 26 espécies distribuidas em dois géneros,
Caryocar L. e Anthodiscus G. Mey. Atualmente estd dentro de Malpighiales, onde seu
posicionamento exato continua incerto. Dessa forma, nosso estudo pretende diminuir essas
lacunas estudando os processos de megaesporogénese e megamatetogénese em Caryocar
brasiliense Camb. Para isso, flores em pré-antese, antese, pos-antese e frutos em diferentes
fases de desenvolvimento foram coletados. O material foi seccionado em micrétomo rotativo,
as laminas obtidas foram coradas e montadas com Entellan. C. brasiliense apresentou dvulo
campildtropo, bitegumentado e crassinucelado. A vascularizagdo € ramificada e ndo ultrapassou
a calaza. Hipostase e endotélio estdo presentes, e ocorre modificacdo no nucelo para a formagao
da capa nucelar. Observou-se a presenca de compostos fendlicos nos tegumentos. A micropila
¢ formada apenas pelo tegumento interno que se alonga, e o obturador ¢ ausente. O
desenvolvimento é do tipo Polygonum. Nossos resultados foram comparados com familias
proximas filogeneticamente. A auséncia do obturador em Caryocaraceae ocorreu também em
Elatinaceae, Balanopaceae, Chrysobalanaceae e Trigoniaceae. A megasporogénese de
Caryocaraceae apresentou caracteristicas comumente encontradas para a maioria das familias
relacionanadas. Em relacdo a Putranjivaceae, a semelhanga mais relevante compartilhada foi a
presenca de endotélio. A presenga da capa nucelar e a vascularizagdo ramificada foram as

unicas caracteristicas exclusivas encontradas. Como perspectivas futuras, salientamos a



importancia de estudos complementares que investiguem o desenvolvimento da semente e do
embrido para Caryocaraceae, assim como o évulo unitegumentar em Anthodiscus.

Palavras chaves: Ontogenia, 6vulo, Caryocaraceae.



ABSTRACT

Embryology is an area of study that originated from the curiosity to understand the processes
involved in the sexual reproduction of plants. It currently encompasses the study of
characteristics present in the formation of micro- and megagasporangia, spores, gametophytes
and gametes, and associated structures. Among these processes, it is possible to raise a large
number of characters that have taxonomic applications. However, the number of groups whose
embryology is known is small and we can highlight, among these, the family Caryocaraceae
Voigt. Caryocaraceae is composed of 26 species distributed in two genera, Caryocar L. and
Anthodiscus G. Mey. It is currently inside Malpighiales, where its exact placement remains
unclear. Thus, our study aims to reduce these gaps by studying the processes of
megasporogenesis and megamatetogenesis in Caryocar brasiliense Camb. For this, flowering,
anthesis, post-anthesis, at different stages of development, in pre-products and fruits. The
material was sectioned in a microrotary, the slides were supplied with stained and mounted. C.
brasiliense the campylotrope egg, bitegmic and crassinucellated. Vascularization is branched
and has not gone beyond the chalaza. Hypostasis and endothelium are present, and modification
of the nucellus to form the nucellar cap. The presence of phenolic compounds in the teguments
is observed. Micropyle it is only the internal integument that is absent, and the obturator is
absent. The development is of the Polygonum type. Our results were compared with
phylogenetically related families. The absence of the obturator in Caryocaraceae also occurred
in Elatinaceae, Balanopaceae, Chrysobalanaceae and Trigoniaceae. The megasporogenesis of
relational families presented common characteristics for most families. In relation to
Putranjivaceae, the most relevant similarity was the presence of endothelium. The presence of
nucellar capacity and branched vascularization were unique features. As future perspectives,
we highlight the importance of complementary studies that investigate the development of the

seed and the embryo for Caryocaraceae, as well as the unitegumentary ovule in Anthodiscus.



Keywords: Ontogeny, ovule, Caryocaraceae.



INTRODUCAO

A embriologia ¢ uma area de estudo que se originou da curiosidade em compreender os
processos envolvidos na reprodugao sexual das plantas (Maheshwari, 1950). Os primeiros
relatos da interacdo humana com o tema remontam a rituais realizados com inflorescéncias
estaminadas e carpeladas de tamareiras pelos povos Arabes e Assirios (Maheshwari, 1950).
ApoOs a invengdo e o aprimoramento dos microscopios, tornou-se possivel observar as células
detalhadamente, permitindo que o estudo da embriologia das angiospermas surgisse € se
desenvolvesse como ciéncia (Maheshwari, 1950).

Atualmente, a embriologia das angiospermas engloba o estudo de caracteristicas
presentes na formacdo dos micro- € megagasporangios, esporos, gametofitos e gametas, e de
estruturas associadas (Maheshwari, 1950; Johri et al., 1992). Dentre esses processos, € possivel
levantar uma grande quantidade de caracteres que possuem implicagdes em diversos niveis
taxondmicos (Palser, 1975; Tobe, 1989; Johri et al., 1992). Cerca de 15 caracteres podem ser
observados no desenvolvimento das anteras, 11 caracteres nos Ovulos, quatro para
megasporogenese, 11 para o megagametogénese, cinco para polinizacdo, sete para fecundacgao,
dez para o endosperma, seis para o embrido, cinco para poliembrionia, quatro para apomixia e
nove para as sementes, totalizando mais de 80 caracteres (Johri ef al., 1992).

Os caracteres embrioldgicos podem ser aplicados em conjunto com outras areas e
auxiliar no agrupamento ou segregacdo de grupos (Palser, 1975; Tobe, 1989). Entretanto, dado
o grande niimero de caracteres possivel de se obter, é improvavel que todas as caracteristicas
tenham igual importancia, sendo sensato focar os estudos naqueles com caracteristicas de maior
valor (Stuessy, 2009). Ou seja, o valor taxondmico dos caracteres embriologicos pode variar de
forma que, caracteristicas que sao observadas em uma familia podem nao ser consistentes em
outra ¢ 0 mesmo pode ocorrer em outros niveis taxondmicos (Tobe, 1989). Dessa forma, um

dado conjunto de caracteres embrioldgicos consistentes permite estabelecer um perfil



caracteristico para um taxon especifico, testar sua homogeneidade e pode auxiliar na
delimitagdo de um grupo mal posicionado (Tobe, 1989). Como a evolugdo ndo atuou no mesmo
ritmo para todas as caracteristicas embriologicas, os caracteres também podem ser utilizados
em interpretagdes evolutivas, fornecendo dados que auxiliam na compreensao de como uma
dada estrutura se desenvolveu em um grupo (Tobe, 1989). Apesar da notavel importancia e
aplicagdes, o numero de espécies de angiospermas cuja embriologia ¢ conhecida no todo ou em
parte ainda € muito pequeno quando comparado ao niamero total de suas espécies (Palser, 1975).
Seguindo esse principio, podemos destacar a familia Caryocaraceae Voigt, cuja embriologia
ainda ¢ pouco conhecida (Johri et al., 1992).

Os representantes de Caryocaraceae sao exclusivamente neotropicais, ocorrendo da
Costa Rica ao Paraguai e, no Brasil, ocorre desde o Parana até a regido oriental da Cordilheira
dos Andes (Prance e Silva, 1973). A familia ¢ composta por 26 espécies distribuidas em dois
géneros, Caryocar L. com 16 espécies e Anthodiscus G. Mey com nove espécies (Prance, 2022).
Os representantes da familia podem ser reconhecidos por apresentar flores em racemos
terminais, hermafroditas e actinomorficas, com cinco sépalas (Prance e Silva, 1973). Os
estames sd0 numerosos em ambos os géneros € 0 ovario ¢ supero, usualmente com quatro
l6culos, contendo um 6vulo cada (Prance e Silva, 1973). Os 6vulos sdo eretos, anatropos ou
atropos (Prance e Silva, 1973). Os frutos sdo drupaceos, com mesocarpo indeiscente e carnoso
e endocarpo duro com numerosos espinhos (Prance e Silva, 1973). As sementes sdo reniformes
com endosperma escasso ou ausente (Prance e Silva, 1973).

Os individuos da familia se destacam por apresentarem importante valor cultural e
econdmico, especialmente o fruto de Caryocar spp., popularmente conhecido como pequi, que
produz uma polpa comestivel e ¢ amplamente utilizado na culinaria popular, especialmente por
populagdes indigenas (Prance e Silva, 1973). A importancia do género foi reconhecido pela Lei

n°® 19.526/2016, assinada pela deputada Delegada Adriana Accorsi (PT), declarando a arvore



como simbolo do Cerrado e proibindo seu corte (Goias, 2016). Além da utilizacao do fruto,
outras aplicagdes da familia estdo na utilizacdo da madeira na construgdo civil e em
embarcagdes rusticas das comunidades em que o género ocorre (Prance e Silva, 1973). O 6leo
extraido da castanha ou do pirénio possui aplicagdes na medicina popular, e pode ser utilizado
no tratamento de asma, bronquite, coqueluche e resfriados, e também pode ser utilizado como
afrodisiaco e tonico (Rodrigues e Carvalho, 2001). Estudos recentes tém relatado outras
aplicagdes inovadoras e reforcam o potencial infinddvel das espécies da familia. O extrato da
casca do pequi, por exemplo, pode aumentar os niveis de enzimas disponiveis, tendo um efeito
protetor nas artérias humanas contra o estresse oxidativo (Braga, 2022). A casca do pequi
também apresentou aspectos positivos quando utilizada como bioadsorvente para a remogao de
ions Cu (II), quando descartado de forma inadequada (Menezes, 2021). Além disso, Monteiro
(2021) investigou a utilizagdo de biofilmes produzidos pelo mesocarpo de pequi e relatou um
bom desempenho, podendo ser utilizado como alternativa para diminuir a alta quantidade de
residuos plasticos descartados no meio ambiente.

Caryocaraceae possui um historico taxonomico complexo, Linnaeus (1771) realizou o
primeiro registro valido ao descrever a espécie Caryocar nuciferum e classifica-la no grupo
Polyandria Digynia. Trabalhos posteriores descreveram novas espécies que variaram em seu
posicionamento dependendo do autor (Aublet, 1775; Schreber, 1789; Jussieu, 1789; Gaertner,
1790; Necker, 1790; Willdenow, 1799; Correa de Serra, 1806; Persoon, 1806; Koster, 1816).
Meyer (1818) descreveu o outro género reconhecido da familia, Anthodiscus G. Mey.. De
Candolle (1824) posicionou Caryocar em uma familia separada chamada Rhizoboleae. Alguns
anos depois, Endlicher (1840) e Walpers (1842) incluiram Anthodiscus em Rhizoboleae.
Szyszylowicz (1895) foi o primeiro a utilizar Caryocaraceae como familia, ele também
forneceu descricoes de ambos os géneros e posicionou a familia entre Ochnaceae e

Marcgraviaceae. Apos ser reconhecida como familia, Caryocaraceae ja esteve posicionada na



ordem Theales (Hutchinson, 1926), Guttiferales (Wettstein, 1935) e novamente em Theales
(Gundersen, 1950; Cronquist, 1968; Takhtajan, 1969). Dickison (1990) realizou um estudo
morfologico detalhado da familia e apontou a semelhanca do gineceu e frutos de Caryocaraceae
com o género Medusagyne, (na época pertencente a familia Medusagynaceae) e salientou
caracteristicas da familia semelhantes com Theales. Entretanto, um estudo molecular realizado
de Medusagyne por Fay et al. (1997) demonstrou que o gé€nero se aproxima mais de Ochnaceae
e nao de Caryocaraceae.

Atualmente a familia estd claramente inserida na ordem Malpighiales, com base em
dados moleculares (Soltis et al., 2007, Wurdack e Davis, 2009; Soltis et al., 2011; Xi et al.,
2012; Cai et al., 2021). Malpighiales ¢ uma ordem bastante diversa, englobando em torno de
36 familias, 716 géneros e 16.065 espécies (Stevens, 2001 atualizado constantemente). O
posicionamento de Caryocaraceae dentro da ordem j& variou bastante e possivelmente, a
dificuldade em estabelecer relagdes precisas dentro de Malpighiales esta relacionada com a sua
origem antiga e rapida durante o Cretadceo médio (Davis ef al., 2005). Segundo Soltis et al.
(2007), Caryocaraceae estaria posicionada proxima de Linaceae + Irvingiaceae, formando o
grupo irmdo de Erythroxylaceae + Rhizophoraceae. Segundo Wurdack e Davis (2009),
Caryocaraceae estaria em uma politomia juntamente com Linaceae, Humiriaceae,
Ixonanthaceae, Pandaceae, Centroplacaceae, Irvingnaceae, Lophopyxidaceae e Putranjivaceae.
Posteriormente, Matthews & Endress (2011), em um estudo de morfologia floral, concluiram
que esse clado ndo era bem suportado, e que Caryocaraceae apresentava as caracteristicas
morfoldgicas mais divergentes entre as familias. No mesmo ano, Soltis et al. (2011) realizaram
um estudo genético detalhado que indicava Caryocaraceae como grupo irmao de Ochnaceae +
Euphorbiaceae. Em 2012, Xi et al., com base em uma abordagem filogendmica, identificaram
12 clados adicionais em Malpighiales, e aumentaram substancialmente a resolu¢ao ao longo da

ordem. Nessa nova resolu¢do, Caryocaraceae encontra-se posicionada juntamente com



“chrysobalanoides” (Chrysobalanaceae, Euphroniaceae, Dichapetalaceae, Trigoniaceae,
Balanopaceae), “malpighiodes” (Malpighiaceae, Elatinaceae, Centroplacaceae) e
“putranjivoides” (Putranjivaceae ¢ Lophopyxidaceae). No estudo mais recente de Cai et al.
(2021), essa organizagdo continua mantida, entretanto, a posi¢do exata de Caryocaraceae em
relagdo a esses grupos ainda nao esta resolvida, mantendo a politomia. No estudo de Nunes et.
al (2020a), o sequenciamento completo do genoma do cloroplasto de Caryocar brasiliense
Camb. apontou uma solugao para essa problematica ao propor uma nova organizagao para os
grupos. A nova filogenia, altamente suportada, reposicionou Caryocaraceae como clado irmao
em relacdo as outras familias de Malpighiales, diferindo significativamente da filogenia
proposta por Cai et al. (2021). Nunes et al. (2020b) também revisaram os estudos realizados
para Caryocaraceae no periodo de 1938 a 2019 e verificaram que os principais topicos
abordados para a familia estdo relacionados a caracterizacdo fisica e bioquimica,
principalmente em decorréncia do valor econdmico e alimenticio de espécies de Caryocar,
tendo pouquissima producdo cientifica para o género Anthodiscus. Quanto a estudos com
enfoque embrioldgico, ndo ha registros de trabalhos para Caryocaraceae, sendo que apenas o
p6len maduro foi analisado por Barth (1966). Em Malpighiales, existem poucas informacdes a
respeito da embriologia de outras familias como Centroplacaceae, Euphroniaceae, Goupiaceae,
Ixonanthaceae, Lacistemataceae, Lophopyxidaceae, Malesherbiaceae, Medusagynaceae,
Pandaceae e Quiinaceae (Endress ef al., 2013; Franca e De-Paula, 2017).

Apesar da ocorréncia de notaveis avangos e melhorias para a filogenia de Malpighiales,
algumas relagdes entre suas familias continuam dubias. Sabemos que estudos embrioldgicos
podem fornecer informagdes detalhadas e eficientes para a resolucdo de problematicas na
sistematica em diversos niveis hierarquicos (Palser, 1975; Tobe, 1989; Johri et al., 1992; Franca
e De-Paula, 2017). Endress et al. (2013) ressaltam que caracteres presentes nos ovulos

apresentam dados interessantes e precisam ser estudados, comparado-os em toda a ordem. Além
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disso, os caracteres levantados também podem indicar como a evolugdo ocorreu em grupos com
grandes lacunas no conhecimento, como ¢ o caso de Caryocaraceae. Sendo assim, o objetivo
deste estudo ¢ investigar a embriologia de Caryocaraceae buscando auxiliar na delimitagdo do
seu posicionamento dentro da ordem Malpighiales. Pretende-se avaliar a homogeneidade dos
processos de megasporogénese ¢ megagametogénese de Caryocar brasiliense e comparar as

informacodes obtidas com dados existentes de familias proximas.
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MATERIAL E METODOS

Flores em pré-antese, antese, pos-antese e frutos em diferentes fases de desenvolvimento
de C. brasiliense foram coletados em fragmentos de cerrado nas imedia¢des do municipio de
Uberlandia, Minas Gerais. Alguns ramos férteis provenientes da coleta foram separados e
submetidos ao processo de herborizagao para inclusdo como material testemunho na coleg¢ao
do Herbario Uberlandense (HUFU), com o numero de registro 79.568, no Instituto de Biologia
(INBIO) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Para a realizacdo do estudo anatomico, botdes florais e flores de diversos tamanhos
foram medidos em papel milimitrado e separados por tamanho.. Apos a separagdo, o material
foi dissecado: retiraram-se as sépalas e a parte superior dos botdes, e em algumas ocasides
separou-se apenas o ovario para facilitar a acdo do fixador. Para garantir a eficacia do processo
o material também foi submetido a passagem a vacuo. Apos essa etapa, os materiais foram
devidamente etiquetados e permaneceram no fixador FAA 50 (Johansen, 1940) por 48h. Logo
apos esse periodo, o material ficou armazenado em etanol 50%, (Berlyn e Miksche, 1976).

Para analisar a anatomia o primeiramente desidratou-se o material em série etilica até
etanol 100%. Apds esse processo, colocou-se em uma solu¢do de etanol + resina por 48h. O
material foi entdo transferido para resina histoldgica, onde ficou por uma semana. Ambos os
processos também foram acompanhados pela passagem a vacuo. Posteriormente, realizou-se a
etapa de inclusdo em resina. Para otimizar o processo, em algumas ocasides os Ovulos foram
separados dos ovarios e incluidos. Essa mistura de material + endurecedor + resina era colocada
em histomoldes para inclusdo e apds o endurecimento completo, os blocos formados eram
lixados e colados com cola Araldite em pequenos blocos de madeira.

Os blocos foram seccionados em microétomo rotativo Leica RM 2135 para obtengdo de
seccoes seriadas transversais e longitudinais; inicialmente as sec¢des variaram de 4—6pum de

espessura e, apos analises iniciais dos cortes, verificou-se a necessidade de reduzir essa variagao
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para 3—4 pum. As secc¢oes foram distendidas sobre laminas histoldgicas e aquecidas em placas
aquecedoras com aproximadamente 50°C. ApoOs esse processo, as laminas obtidas 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, cobertas com laminula e analisadas em
microscopio de luz. As sec¢des foram selecionadas e fotografadas com fotomicroscopio
Olympus BX51. Para a organizagdo das imagens obtidas utilizou-se o programa de edi¢ao de
imagem nao vetorial (Adobe Photoshop).

Também foram realizados testes histoquimicos com as se¢des obtidas. O material
foi submetido a corantes e/ou reagentes para a deteccdo de substancias especificas. Para a
localizagdo de substancias lipidicas foi utilizado sudan IV e para a localizacdo de amido foi

utilizado lugol (Johansen, 1940).
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RESULTADOS

O ovulo de Caryocar brasiliense ¢ campilotropo, bitegumentado e apresenta hipostase
conspicua (Fig. 1a). A vascularizagdo ¢ dada pelo feixe rafeal que se ramifica na base, percorre
toda rafe e termina na calaza (Fig. 1b—d). Os feixes rafeais mais distais aproximam-se da calaza
e desorganizam-se (Fig. 1b).

A regido da calaza ¢ formada por células menores que as da rafe (Fig. 2a). A regido de
contato da calaza com o nucelo apresenta cerca de dez camadas de células que acumulam
compostos fendlicos constituindo a hipdstase (Fig. 2a).

O tegumento externo varia de seis camadas de células na regido calazal a trés camadas
de células na regido micropilar. A epiderme do tegumento externo alonga-se longitudinalmente
conforme aproxima-se da regido micropilar. O tegumento interno ¢ formado por células
pequenas e cuboides, ¢ mais delgado que o externo na regido mediana do 6vulo, e varia de cinco
camadas de células na regido calazal a oito camadas de células na regido micropilar (Fig. 2b).
Na regido micropilar, as células da epiderme externa do tegumento interno sdo alongadas
radialmente, de forma que, em espessura, o tegumento interno ultrapassa o externo. A epiderme
externa do tegumento interno contorna toda a regido micropilar e fica em contado com as
células alongadas do tegumento externo, sendo possivel notar nessa regido a presenca de
compostos fenolicos (Fig. 2¢). O endostomio do tegumento interno define a mmicrépila e o
tegumento externo nao se sobrepde a ele. Nessa camada também ocorre acimulo de compostos
fenolicos proxima a regido do megagametoéfito (Fig. 2d). O tegumento interno esta justaposto
ao nucelo, sendo que na regido micropilar € formado por uma concentragao de células pequenas,
com compostos fendlicos,dispostas irregularmente e sem espagos intercelulares (Fig. 2e). O
tegumento interno ultrapassa o externo sutilmente e a micrdpila € formada apenas por este, de

forma que a enddstoma e exdstoma nao coincidem. Na abertura da micropila ocorre a deposigao
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de compostos fenolicos (Fig. 2e). Na regido micropilar, o tegumento externo apresenta mais
estratos, com células maiores e concetragao de compostos fenolicos (Fig. 2f).

O nucelo apresenta cerca de 28 camadas de células. A epiderme externa ¢ formada por
uma fileira de células com nticleo evidente e achatadas radialmente. As camadas mais internas
sao formadas por células um pouco maiores que a externas, também achatadas radialmente e
com nucleo evidente. As camadas centrais sao compostas por células mais volumosas, dispostas
de forma obliqua e alongadas longitudinalmente. H4 acumulo de amido em toda a sua
extensdo.(Fig 2g).

Proximo a regido micropilar, as células da epiderme externa do nucelo dividem-se
periclinalmente e alongam-se radialmente. Como resultado tem-se a forma¢dao de uma capa
nucelar bisseriada ao redor da regido micropilar do megagametofito. Essa capa ¢ constituida
por células volumosas, com nucleo evidente e acimulo de compostos fenolicos (Fig. 2h). Essa
diferencia¢do ocorre gradualmente,ao decorrer do desenvolvimento da megagametogénese. .

No primordio de 6vulo de C. brasiliense, & possivel notar a célula arquesporial no tecido
esporogénico (Fig. 3a). A célula arquesporial se diferencia, passando a apresentar citoplasma
denso e nucleo evidente, caracterizando a célula-mae de megasporo (Fig. 3a-b). Entre a célula-
mae de megasporo e a epiderme do nucelo existem cerca de trés a quatro camadas de células,
caracterizando o nucelo do tipo crassinucelado (Fig. 3a—i). Apds a primeira divisdo mitdtica da
célula mae de megasporo, origina-se a diade e, ap6s a segunda divisdo ocorrer em cada uma
das diades, é formada uma tétrade linear (Fig. 3¢). Os trés megasporos micropilares degeneram-
se de forma que apenas o megasporo calazal permanece (Fig. 3c—d). O megasporo funcional
passa por trés cariocineses sucessivas dando origem a uma célula com oito nucleos (Fig. 3d-1).
O megagametofito desenvolvido apresenta duas sinérgides com o aparato filiforme bem
evidente e oosfera na regido micropilar, célula central binucleada e trés antipodas na regidao

calazal, caracterizando o desenvolvimento do tipo Polygonum (Fig. 3 {=1).
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DISCUSSAO

Os dados embrioldgicos de Caryocaraceae foram comparados com os de
Putranjivaceae, Lophopyxidadece, Elatinaceae, Malpighiaceaec e Chrysobalanaceae,
Dichapetalaceae, Balanopaceae, Euphroniaceae e Trigoniaceae, familias proximas
filogeneticamente (Tabela 1).

Hé divergéncias quanto aos 6vulos de Caryocar brasiliense, Dickison (1990) os
descrevem como anatropos ¢ Matthews e Endress (2011) como hemitropos. Nos 6vulos
hemitropos, a rafe e a pré-rafe possuem tamanhos semelhantes (ver Maheshwari, 1950, p. 55),
assim como observados em nossos resultados e corroborando a classificacdo de Matthews e
Endress (2011). Segundo Dickison (1990), a curvatura dos 6vulos de Caryocar pode variar de
anatropos a campilotropos. Entretanto, a imprecisdo na descri¢ao da curvatura de C. brasiliense
gera dividas no padrdo proposto para o género. Infelizmente, hé no trabalho de Dickison (1990)
somente uma figura (Fig. 13) com um corte longitudinal do 6vulo de C. gracile Wittm. e este
apresenta rafe e antirrafe com tamanhos similares, reafirmando a divida quanto a curvatura dos
ovulos no género. A revisao da curvatura dos 6vulos de Caryocaraceae ¢ de grande importancia
para a sistematica de Malpighiales, pois 6vulos anatropos sdo comuns para familias proximas
de Caryocaraceae, como Putranjivaceae (Singh, 1970; Tokuoka e Tobe, 1999),
Lophopyxidaceae (Sleumer, 1972), Elatinaceae (Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan, 1940;
Dathan e Singh, 1971), Balanopaceae (Sutter € Endress, 2003), Trigoniaceae (Mauritzon, 1936;
Boesewinkel, 1987; Matthews e Endress, 2008), Dichapetalaceae (Boesewinkel e Bouman,
1980; Matthews e Endress, 2008), Euphroniaceae (Matthews e Endress, 2008) e
Chrysobalanaceae (Tobe e Raven, 1984; Matthews e Endress, 2008). Ovulos campilétropos,

assim como em C. brasiliense, ndo foram observados em nenhuma das familias proximas.
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O 6vulo de C. brasiliense € bitegumentado, assim como em C. costaricense Donn. Sm.,
C. glabrum (Aubl.) Pers, C. gracile Wittmack, C. microcarpum Ducke, C. montanum Prance e
C. villosum (Aubl.) Pers (Dickison, 1990). Ovulos bitegumentados sio comuns em
Malpighiales (Endress et al., 2013) e ocorrem em familias proximas a Caryocaraceae como
Putranjivaceae (Singh, 1970; Tokuoka e Tobe, 1999), Lophopyxidaceae (Sleumer, 1972),
Elatinaceae (Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan, 1940; Dathan e Singh, 1971), Balanopaceae
(Sutter e Endress, 2003), Trigoniaceae (Mauritzon, 1936; Boesewinkel, 1987; Matthews e
Endress, 2008), Dichapetalaceae (Boesewinkel ¢ Bouman, 1980; Matthews e Endress, 2008),
Euphroniaceae (Matthews e Endress, 2008), Chrysobalanaceae (Boesewinkel e Bouman, 1980;
Tobe e Raven, 1984; Matthews e Endress, 2008) e Malpighiaceae (Stenar, 1937; Fotidar, 1939;
Cortini, 1958; Souto e Oliveira, 2005; 2008). Em Janusia guaranitica (A. St. -Hil.) A. Juss
(Lorenzo, 1981), J. mediterranea (Vell.) W. R. Anderson e J. occhionii W. R. Anderson (Souto
e Oliveira, 2014), os 6vulos sdo unitegumentados, assim como relatado para Anthodiscus
amazonicus Gleason e A. C. Sm. (Dickison, 1990). A presenca de 6vulos unitegumentados nao
¢ exclusiva de grupos proximos Caryocaraceae e ocorre em outras familias de Malpighiales
como Salicaceae, Calophyllaceae e Ochnaceae (Johri et al., 1992). Dickison (1990), descreveu
que os tegumentos de Caryocar encontram-se unidos naparte inferior do évulo e propds que a
condi¢do de um tegumento em Anthodiscus teria se originado a partir da fusdo dos dois
tegumentos, ao invés da supressao de um deles.

Em C. brasiliense, observou-se que as células da camada externa do tegumento interno
sdo maiores, alongadas radialmente e acumulam compostos fenolicos na regido micropilar. Em
Trigoniaceae, Trigonia cipoensis Fromm e E. Santos (Boesewinkel, 1987) também foi relatado
acumulo, porém ocorrendo na epiderme externa do tegumento externo. Em Malpighiaceae, em
Malpighia fucata Ker Gawl (Cortini, 1958), Janusia guaranitica (Lorenzo, 1981), J.

mediterranea, J. occhionii ¢ Mascagnia cordifolia (A. Juss.) Griseb (Souto e Oliveira, 2014),
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o acumulo ocorre na epiderme externa do tegumento externo € no funiculo; em Byrsonima
intermedia A. Juss (Souto e Oliveira, 2005), Malpighia coccifera Sessé e Moc., e Tristellateia
australasiae A. Rich (= Tristellateia australis), o acumulo estd presente em ambos 0s
tegumentos (Subba Rao, 1941). Ja em Banisteriopsis campestris (A. Juss) Little, B. oxyclada
(A. Juss) B. Gates, B. stellaris (Griseb) B. Gates e Dyplopterys pubipetala (A. Juss) W.R.
Anderson e C. Davis (Souto e Oliveira, 2008), a epiderme externa do tegumento externo possui
compostos fendlicos, exceto na regido proxima a micrépila.

O endotélio, diferenciado em C. brasiliense, também foi observado em Putranjivaceae
(Singh, 1970; Tokuoka e Tobe, 1999), Euphroniaceae (Matthews e Endress, 2008),
Trigoniaceae (Boesewinkel, 1987; Matthews e Endress, 2008), Chrysobalanaceae (Tobe e
Raven, 1984), Balanopaceae, (Sutter e Endress, 2003) e Lophopyxidaceae (Matthews e
Endress, 2013). A auséncia da estrutura foi relatada para Elatinaceae (Kajale, 1939; Raghavan
e Srinivasan, 1940; Dathan e Singh, 1971), Malpighiaceae (Stenar, 1937; Fotidar, 1939; Subba
Rao, 1940; 1941; Cortini, 1958; Lorenzo, 1981; Souto e Oliveira, 2005; 2008; 2014) ¢
Dichapetalaceae (Boesewinkel e Bouman, 1980).

Também foram encontradas divergéncias quanto a constitui¢do da micropila em C.
brasiliense. Matthews e Endress (2011) afirmam que a micropila de C. brasiliense ¢ formada
por ambos os tegumentos. Dickison (1990) observou que a micropila ¢ formada apenas pelo
tegumento interno que ultrapassa o externo, assim como observado em nossos resultados. A
composi¢ao da micropila varia nas familias relacionadas a Caryocaraceae. Em Dichapetalaceae,
Dichapetalum bangii (Didr.) Engl., D. cymulosum (Hook) Engl., D. madagascariense Poir., D.
mombuttense Engl., D. pallidum (Oliv.) Engl., Tapura africana Oliv., T. amazonica Poepp. e
Endl e T. bouquetiana N.Hall¢ & Heine (Boesewinkel e Bouman, 1980), a micrépila é formada
apenas pelo tegumento interno e, em D. Papuanum (Becc) Boerl. Engl (Matthews e Endress,

2008), ¢ formada por ambos tegumentos. Ja em Tapura ivorensis Breteler, a micropila é
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formada apenas pelo tegumento interno (Boesewinkel e Bouman, 1980). Em Lophopyxidaceae
a micrdopila ¢ formada apenas pelo tegumento interno (Matthews e Endress, 2013). Em
Putranjivaceae, Putranjiva roxburghii Wall (Singh, 1970) apresenta micropila formada apenas
pelo tegumento interno, e Drypetes arguta (Mull. Arg.) Hutch., D. gerrardii Hutch., D.
gerrardinoides Radcl. Sm., D. integerrima (Koidz.) Hosok., Putranjiva formosana Kaneh. e
Sasaki ex Shimada e P. matsumurae Koidz. pode ser formada pelo tegumento interno ou por
ambos os tegumentos (Tokuoka e Tobe, 1999). A micrdpila é formada por ambos os tegumentos
em Elatinaceae (Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan, 1940; Dathan e Singh, 1971),
Trigoniaceae, (Boesewinkel, 1987; Matthews e Endress, 2008), Balanopaceae (Sutter e
Endress, 2003), Euphroniaceae (Matthews e Endress, 2008) e Chrysobalanaceae (Tobe e
Raven, 1984, Matthews e Endress, 2008). Em Malpighiaceae, a micropila pode ser formada
apenas pelo tegumento externo como em Malpighia urens L. (Stenar, 1937), M. fucata Ker
Gawl. (Cortini, 1958), Banisteriopsis campestris, B. oxyclada, B. stellaris, Dyplopterys
pubipetala (Souto e Oliveira, 2008), Mascagnia cordifolia e Tetrapterys chamaecerasifolia A.
Juss (Souto e Oliveira, 2014), Malpighia coccifera (Subba Rao, 1941) ou apenas pelo
tegumento interno como em Tristellateia australasiase (= T. australasie) A. Rich. (Subba Rao,
1941).

O obturador ¢ ausente em C. brasiliense, porém a camada externa do tegumento externo
se diferencia na regido micropilar e apresenta células alongadas periclinalmente, com
compostos fendlicos. Matthews e Endress (2011) também ndo observaram obturador para a
espécie, porém relataram a ocorréncia de margens ventrais papilosas nos carpelos, caracteristica
que ndo observamos. Em Balanopaceae (Sutter e Endress, 2003), o obturador também ¢ ausente,
assim como em FElatinaceae (Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan, 1940; Dathan e Singh,
1971), Trigoniaceae, Trigonia cipoensis (Boesewinkel, 1987) e Chrysobalanaceae,

Chrysobalanus icaco L. (Matthews e Endress, 2008), sendo que, nessas espécies, as células do
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funiculo e da epiderme interna do carpelo, respectivamente, se modificam e atuam como um
obturador. A presenga de obturador ocorre para Putranjivaceae (Singh, 1970; Tokuoka e Tobe,
1999), Lophopyxidaceae (Sleumer, 1972), Dichapetalaceae (Boesewinkel e Bouman, 1980) e
Malpighiaceae (Souto e Oliveira, 2008; 2014).

Os 6vulos de angiospermas sao geralmente vascularizados por um feixe que percorre a
rafe e termina na calaza(Maheshwari, 1950). Matthews e Endress (2011) relataram
vascularizagdo pos-calazal para C. brasiliense, com o tegumento externo sendo vascularizado.
Entretanto, nossos resultados mostraram que o feixe rafeal de C. brasiliense ramifica-se na rafe,
sem ultrapassar a calaza e sem vascularizar os tegumentos. Em Putranjivaceae, o feixe vascular
ramifica-se na regido calazal e apenas o tegumento externo ¢ vascularizado (Singh, 1970;
Tokuoka e Tobe, 1999). Em Chrysobalanaceae, ocorre ramificagdo pos-calazal apenas em
Chrysobalanus icaco, onde o tegumento externo € irregularmente vascularizado, em
Geobalanus oblongifolius (Michx.) Small (= Licania michauxii) a vasculariza¢dao ndo ramifica
e ndo ultrapassa a calaza (Tobe e Raven, 1984). Em Elatinaceae (Dathan e Singh, 1971),
Malpighiaceae (Lorenzo, 1981; Souto e Oliveira, 2005; 2008; 2014), Dichapetalaceae
(Boesewinkel e Bouman, 1980) e Trigoniaceae (Boesewinkel, 1987), o feixe rafeal ndo ramifica
e termina na calaza.

Em C. brasiliense, a hipostase ¢ diferenciada. Tal estrutura também esta presente em
Malpighiaceae (Souto e Oliveira, 2005; 2008; 2014), Putranjivaceae (Tokuoka e Tobe, 1999) e
em Chrysobalanaceae esta restrita a Chrysobalanus icaco (Tobe e Raven, 1984).

O 6vulo ¢ crassinucelado em C. brasiliense, assim como em Putranjivaceae (Tokuoka e
Tobe, 1999), Elatinaceae (Dathan e Singh, 1971), Malpighiaceae (Lorenzo, 1981; Souto e
Oliveira, 2005; 2008; 2014), Lophopyxidaceae (Sleumer, 1972) e Balanopaceae (Sutter e
Endress, 2003). Ovulos tenuinucelados estdo presentes em Chrysobalanaceae (Tobe ¢ Raven,

1984, Matthews e Endress, 2008), Dichapetalaceae (Boesewinkel e Bouman, 1980, Matthews
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e Endress, 2008) e Euphroniaceae (Matthews e Endress, 2008). Em Trigoniaceae, os évulos
podem ser tanto crassinucelados como em 77igonia nivea Cambess. (Mauritzon, 1936), como
tenuinucelados em 7. cipoensis (Boesewinkel, 1987) e T. rugosa (Matthews e Endress, 2008).
O nucelo de C. brasiliense acumula amido em toda a sua extensdo. A presenga de amido no
nucelo nao foi relatado em nenhuma outra familia relacionada, porém Chrysobalanaceae, em
Chrysobalanus icaco, apresenta acimulo de amido em todas as células do tegumento interno,
incluindo o endotélio e nas espécies Geobalanus oblongifolius e Leptobalanus apetalus (=
Licania apetala) (E. Mey.) Sother e Prance, apenas nas células do endotélio (Tobe e Raven,
1984). Em Dichapetalaceae, também ocorre acimulo de amido no tegumento interno
(Boesewinkel ¢ Bouman, 1980).

A epiderme interna na regido micropilar ¢ bisseriada e secretora, constituindo a capa
nucelar em C. brasiliense. O desenvolvimento da capa nucelar provavelmente deve se
relacionar com o direcionamento do tubo polinico, Briggs (1989) relatou que em Swainsona
greyana Lindl., Fabaceae, apos a fertilizagdo, o tubo polinico forma uma bolha dentro das
células da capa nucelar e, posteriormente, uma via de nutrientes. Essa estrutura ndo foi relatada
para nenhuma outra familia relacionada, em Putranjivaceae (Tokuoka e Tobe, 1999) e
Elatinaceae (Kajale, 1939) os autores salientam que ndo ocorre a formag¢ao de capa nucelar ou
qualquer diferenciacdo no nucelo. Em Malpighiaceae, ndo ocorre formacao de capa nucelar,
mas em Malpighia fucata (Cortini, 1958), Janusia guaranitica (Lorenzo, 1981), J. guaranitica,
J. mediterranea, J. occhionii, Mascagnia cordifolia, Tetrapterys chamaecerasifolia (Souto e
Oliveira, 2014), M. urens (Stenar, 1937), M. coccifera e em Tristellateia australasiae (Subba
Rao, 1941) o nucelo diferencia-se ao se alongar, ultrapassando os tegumentos.

Em C. brasiliense, a tétrade € linear, assim como Putranjivaceae (Tokuoka e Tobe,
1999), Chrysobalanaceae, (Tobe e Raven, 1984) e Dichapetalaceae (Boesewinkel e Bouman,

1980). Em Elatinaceae, a tétrade ¢ linear em Bergia suffruticosa (Delile) Fenzl, B.
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ammannoides (Dathan e Singh, 1971) e B. capensis (Raghavan e Srinivasan, 1940), e em B.
ammannioides, ¢ predominante a tétrade em forma de T (Kajale, 1939). O megasporo funcional
¢ o calazal e os megasporos micropilares se degeneram em C. brasiliense, assim como em
Putranjivaceae, (Tokuoka e Tobe, 1999), Elatinaceae (Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan,
1940; Dathan e Singh, 1971), Chrysobalanaceae (Tobe ¢ Raven, 1984) e Dichapetalaceae
(Boesewinkel e Bouman, 1980). Em C. brasiliense, o desenvolvimento do megagametofito ¢
do tipo Polygonum, o mesmo relatado para Putranjivaceae (Tokuoka e Tobe, 1999), Elatinaceae
(Kajale, 1939; Raghavan e Srinivasan, 1940; Dathan e Singh, 1971) e Chrysobalanaceae (Tobe
e Raven, 1984). Em Malpighiaceae, Malpighia fucata (Cortini, 1958), Janusia guaranitica
(Lorenzo, 1981), M. coccifera e Tristellateia australasiase (Subba Rao, 1941) apresentam
desenvolvimento do tipo Penaea; M. urens segue o tipo Peperomia e Galphimia gracilis o
padrdo Allium (Scilla) (Stenar, 1937); Hiptage benghalensis var. benghalensis (= H.
madablota) (L.) Kurz apresenta desenvolvimento do tipo Fritillaria (Lilium) (Subba Rao,
1937); H. benghalensis var. benghalensis, Heteropterys laurifolia (= Banisteria laurifolia) (L.)
A. Juss. e Stigmaphyllon auriculatum (= Stigmaphyllon aristatum) (Cav.) A. Juss. segue o tipo
Peperomia (Subba Rao, 1940); e em Malpighia glabra L. (= M. punicifolia) o desenvolvimento

¢ descrito como sendo do tipo Lilium (Adoxa) (Narasimhachar, 1938).

Consideracoes finais

Os dados obtidos neste estudo acrescentaram novas informagdes sobre o 6vulo de C.
brasiliense que possibilitaram avaliar as semelhancas e diferencas com outras familias da
ordem Malpighiales. Em C. brasiliense o 6vulo ¢ campilotropo, diferenciando das demais
familias. A vascularizagdo em Caryocaraceae, Malpighiaceae, Elatinaceae, Dichapetalaceae e
Trigoniaceae ndo ultrapassou a calaza, sendo que Caryocaraceae foi a inica familia entre essas

que apresentou ramificacdo nos feixes. A presenga da capa nucelar ndo foi encontrada em
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nenhuma outra familia relacionada. O acimulo de compostos fendlicos nos tegumentos, foi
uma caracteristica compartilhada de Caryocaraceac com Malpighiaceae e Trigoniaceae. A
auséncia do obturador em Caryocaraceae ocorreu também em Elatinaceae, Balanopaceae,
Chrysobalanaceae e Trigoniaceae e estd presente em Putranjivaceae, Lophopyxidaceae,
Dichapetalaceae e Malpighiaceae. Quanto a megasporogénese, Caryocaraceae apresentou
caracteristicas comumente encontradas em Putranjivaceae, Chrysobalanaceae, Dichapetalaceae
e Elatinaceae, salvo Malpighiaceae, que apresentou grande variagdo. Com base nas
comparagoes relatadas, Caryocaraceae apresentou poucas caracteristicas em comum, sendo a
mais relevante a auséncia de obturador, com as familias mais distantes como Chrysobalanaceae,
Euphorinaceae, Dichapetalaceae, Trigoniaceae e Balanopaceae. Em relacdo a Putranjivaceae, a
semelhanga mais relevante ¢ a presenca de endotélio, que ndo ¢ relato para as outras familias
proximas, Malpighiaceae e Elatinaceae. A diferenciagc@o na epiderme externa do nucelo (capa
nucelar) e a ramificagdo do feixe rafeal foram as Unicas caracteristicas observadas
exclusivamente para familia. Como perspectivas futuras, salientamos a importancia de estudar
a embriologia das familias realcionadas, especialmente em Lophopyxidaceae, Euphroniaceae e
Centroplacaceae, onde existe caréncia de informagdes. Para Caryocaraceae, destacamos como
pontos de interesse o desenvolvimento da semente e do embrido. Além do outro género da
familia, Anthodiscus, que também ¢ pouco conhecido e traria uma discussdo interessante,
principalmente a respeito do desenvolvimento do dvulo unitegumentar, que ¢ pouco relatado

para Malpighiales.
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Figura 1. Ovulo desenvolvido de Caryocar brasiliense em secgdo longitudinal (a) e secgdes
transversais (b,c,d). a. Visdo geral, evidenciando o 6vulo campildtropo, bitegumentado com
vascularizagdo e hipdstase bem desenvolvidos. b-d. Cortes transversais evidenciando a
distribui¢do geral dos feixes vasculares. b. Corte da regido inicial do 6vulo, notar o inicio das
ramificagdes. ¢. Corte mediano, notar que nao ultrapassam a calaza. d. Corte final evidenciando
o feixe proveniente do ovario. ca: calaza; fr: feixe rafeal; hi: hipdstase; mg: megagametofito;
nu: nucelo; ra: rafe; seta: ramificagdes iniciais e feixes na calaza; te: tegumento externo; ti:

tegumento interno.
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Figura 2. Detalhes do 6vulo desenvolvido de Caryocar brasiliense em sec¢des longitudinais.
a. Regido calazal, evidenciando a hipostase. b. Regido mediana do 6vulo evidenciando o
tegumento externo com seis camadas € o interno com cinco. ¢, d. Detalhes do tegumento
interno, notar o acumulo de compostos fendlicos no endotélio em d (flecha). e. Micropila, notar
deposicao de compostos fendlicos em sua extensao. f. Tegumento externo, notar o acimulo de
compostos fenolicos. g. Nucelo, detalhe evidenciando o acimulo de amido. h. Detalhe do
nucelo evidenciando a diferenciagdo celular na regido micropilar. ca: calaza; en: endotélio; hi:
hipdstase; mg: megagametofito; mi: micrdpila; nu: nucelo; te: tegumento externo; ti: tegumento
interno; tp: tubo polinico; flecha: acimulo de compostos fenolicos; seta dupla: acumulo de

amido.
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Figura 3. Ovulo de Caryocar brasiliense em sec¢des longitudinais (a—i), mostrando o
desenvolvimento dos megasporos € megametdfito. a. Primordio do ovulo com célula
arquesporial. b. Célula mae de megasporo. c. Megasporo calazal funcional e ostrés megasporos
micropilares degenerando. d. Primeira cariocinese do megasporo funcional, note os resquicios
megasporos micropilares. e. Nucleos migrando para os polos calazal e micropilar. f-i.
Megagametofito monosporico com sete células e oito nucleos (Polygonum). f. Detalhe das
antipodas. g. Detalhe da célula central binucleada. h, i. Detalhe do aparato oosférico, notar as
sinérgides com aparato filiforme evidente. af: aparato filiforme; an: antipodas; ca: célula
arquesporial; cc: célula central; cm: célula mae de megésporo; di: diade; md: megasporos

degenerando; mf: megasporo funcional; nu: nucelo; 0o: oosfera; sn: sinérgides.
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Tabela 1. Dados comparativos da embriologia de Caryocaraceae com as demais familias.
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putranjiveids malpighioids chryzobalanoids
. Caryvocaraceas — - - — - ; .
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. . . . . . . crazsmncelade.
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tenumucelads
diferenciagia R .
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exoitoma & endostoma  |ndo colncidem aE zaE agzAs zizzam Dezae
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megasporo hmeional calazal calazal calazal calazal calazal calazal
9 Penaea, Peperomia,
magasamatofito |Palvgoman Paligantm | Palygonum P Falgenm Eafvaonin
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