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Resumo

Estudos realizados no género llex, familia Aquifoliaceae, ordem Celas-
trales, mostram que embrides pertencentes a este género permanecem
rudimentares, em estagio de coracgao, quando os frutos estao maduros,
sendo que as sementes necessitam de um periodo de 6 a 8 meses para
germinar, com uma taxa de germinacao muito baixa. As caracteristicas
apresentadas fazem com que a producao de mudas de erva-mate seja
lenta e a quantidade nao suficiente para a demanda.

A analise morfoanatomica do embrido e endosperma de Illex
paraguariensis, durante a embriogénese tardia, mostram a presenca de
suspensor, mesmo em fases mais avancadas. Apresenta também modi-
ficacoes nas reservas do endosperma nessas fases.

Tendo por base essa analise, o presente trabalho objetiva apresen-
tar um estudo criterioso do suspensor desta espécie, desde sua forma-
¢ao, até sua degradacgéao durante a embriogénese final, bem como do
embrido e endosperma, na embriogénese.

As diferentes fases da embriogénese e endospermogénese foram
analisadas e descritas utilizando métodos anatémicos tradicionais, para
microscopia optica, microscopia eletrénica de varredura e de transmis-
sao.

Acompanhando o desenvolvimento ontogenético desta espécie, o
trabalho caracteriza o ciclo reprodutivo, as flores pistiladas, o processo
de fecundacdo, os frutos, bem como o embrido e o endosperma. O
endosperma € classificado como celular, segundo o sistema EODP. O
tipo de divisdao celular, que ocorre na embriogénese inicial, permite
classificar o desenvolvimento embrionario como pertencente ao tipo
Cariofilaceo. |

Durante a embriogénese inicial, as fases analisadas vao desde a

formacao do zigoto, passando por proembrido bicelular até proembrido



pos-octante. Durante a embriogénese final, as fases analisadas vao
desde embrido piriforme até embrido em estagio de torpedo (maduro),
quando ocorre a germinacao.

O aporte de nutrientes ao embridao esporofitico, nas fases iniciais
de seu desenvolvimento, ocorre predominantemente via suspensor, pois
o embrido xenofitico nao esta totalmente desenvolvido. Quando o em-
brido xenofitico apresenta as reservas estruturadas, a utilizagcao destas
€ observada através das modificagdes de suas caracteristicas morfologi-
cas que obedecem a um gradiente, tanto no sentido micropila-calaza
como no sentido tegumento-embrido. Suas variagoes de sintese, absor-
¢ao e translocacao morfologicamente sao: (1) formacédo de vesiculas de
membrana simples que se fundem formando vacuolos; (2) deposicao de
proteina amorfa no seu interior; (3) surgimento de adensamentos pro-
téicos (globdides ou pro-globodides) na massa fundamental; (4) formacéao
de lipidios ao longo de toda a margem do vacuolo protéico; (5) inicio da
cavitagao interna do vacuolo, evidenciando sinais de reutilizacao das re-
servas; (6) fragmentacéao do contetido protéico; (7) adensamento do ma-
terial fragmentado com visualizacdo Optica ou eletro-transparente do
vacuolo, com inicio da degradacao dos lipidios; (8) vactolo com pouco
material adensado no seu interior e proteina identificada no citoplasma
como fragmentos ou adensamentos, sem qualquer sinal de lipidios
contornando a estrutura; (9) vacuolo sem qualquer material protéico in-

dividualizado no seu interior, sendo constituido apenas por uma matriz
soluvel.

Em particular, o suspensor assume trés distintos padroes de com-
portamento: (1) a lise através de Morte Celular Programada da célula
basal e das células contiguas a esta, durante a embriogénese inicial, (2)
a lise caracterizada por rompimento das paredes das células de comu-
nicacdo entre a hipofise e embrido, na embriogénese final, e (3) a per-
manéncia do suspensor integro, em embrides em estagio de torpedo. A
manutencido do suspensor para a continuidade do desenvolvimento em-
brionario, tanto quanto a dinamica das reservas lipoprotéicas e seu pro-
cesso de translocacao, sao de fundamental importancia para a conclu-
sao do desenvolvimento embrionario.
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Abstract

Previous papers on the llex genus, Aquifoliaceae family, Celastrales or-
der have shown that the embryos stay rudimentary, in the heart shaped
stage, even when the fruits are ripe. The seeds need a period of 6 to 8
months to germinate, with a very low germination rate. Due to these
facts, the production of seeds of maté (llex paraguariensis St. Hil) is
slow and scarce.

The morphoanatomical analysis of the embryo and endosperm,
during late embryogeny, has shown the presence of the suspensor even
in advanced stages. This analysis has also shown changes in the stor-
age and translocation of the endosperm reserves.

Based on these results, the present work aims to detail the embryo
and endosperm ontogeny, and the entire suspensor development, from
its origin to degradation.

The different stages of embryo and endosperm development were
analyzed and described using the traditional anatomical methods for
optical, as well as scanning and transmission electron microscopy.

Along the ontogenetic development, the work describes the repro-
duction cycle of this species, its pistilate flowers, fruits, fertilization pro-
cess, and embryo and endosperm ontogeny. The endosperm was classi-
fied as cellular, according to the EODP system. The type of cellular divi-
sion during early embryogeny leads to the classification of the embryo
development as being of Caryophyllad type.

During early embryogeny, different stages were analyzed, beginning
with zygote formation, then bicellular stage all the way to the post-oc-
tant proembryos. During late embryogeny, the analysis was performed
of stages ranging from the pyriform to the ripe torpedo embryos, when
germination occurs.

The increase of nutrients to the sporophytic embryo during early
stages of development occurs mainly through the suspensor. This is be-



cause the xenophytic embryo is not completely developed. When the
xenophytic embryo contains structured reserves, their mobilization is
observed through the characteristic morphological changes. These
changes follow a gradient in the micropyle-chalaza direction, as well as
in the integument-embryo direction. Different steps of syntheses or
translocation of reserves can be classified as: (1) formation of single
membrane vesicles binding into vacuoles, (2) deposition of amorphous
protein into them, (3) appearance of proteinous spots (globoids or pro-
globoids) in the ground mass, (4) formation of lipids around the protei-
nous vacuole, (5) beginning of the internal cavitation of the vacuole,
showing signs of reserve degradation and translocation, (6) fragmenta-
tion of the proteinous bodies, (7) adhesion of fragmented material with
optically or electrotransparent visualization of the vacuole, and the be-
ginning of lipid degradation, (8) vacuoles with little dense material and
protein identified in the cytoplasm as fragmentary or adhesion masses,
without any sign of lipids around them, (9) vacuoles without any sign of
proteinous material, being solely constituted by a soluble matrix.

The suspensor showed three distinct developmental behavior pat-
terns: (1) the lysis by programmed cell death of the basal cell and its
contiguous cells during early embryogeny, (2) the lysis by the breaking
of the cell wall between hypophysis and embryo during late embryo-
geny, and (3) the maintenance of the intact suspensor in embryos until
the torpedo stage. The suspensor is not only a characteristic structure
during early embryogeny stages, but its maintenance as well as the dy-
namics of lipid and protein storage, and the translocation process are
essential for the conclusion of embryo development.
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Capitulo
1

Infroducao

ECTOS GERAIS SOBRE O GENERO E A ESPECIE

guariensis St. Hil. pertence a familia Aquifoliaceae, sendo que o
esta representado por cerca de 660 espécies (Edwin & Reitz,
70 destas encontradas no Brasil (Lofgren, 1917). Para o Estado
. Grande do Sul, foram descritas oito espécies nativas de Ilex
), 1995). A Erva-mate € considerada arvore simbolo do Estado do
o Grande do Sul, conforme lei n°® 7439 (Rio Grande do Sul, 1980). O
e llex paraguariensis foi atribuido pelo naturalista Auguste Saint-
em 1822, sendo este o nome correto. Em 1818, Aimé Bompland
reveu botanicamente a espécie nomeando-a Illex theaezans Bonpl.
Miers, tendo este nome se tornado invalido pois ja havia outra espé-
@ com a mesma nomenclatura (Giberti, 1990). E uma espécie didica,
] - com arvores perenifélias, alcancando mais de 15 metros de altura, com
~ flores imperfeitas estaminadas que possuem ovario rudimentar nao
~ funcional e flores imperfeitas carpeladas com estaminédios.

1.2 PESQUISAS REALIZADAS NO GENERO

O primeiro trabalho mais extenso sobre o género, no Brasil e na Amé-
rica do Sul, foi realizado por Reissek (1861). Devido a importancia eco-

- nomica desta planta, esta desperta interesse em varias areas de pes-

- quisa. Salientando a importancia da utilizacdo das folhas desta espécie
- como bebida, Kramer (1997), se deteve no estudo da distribuicéo de sa-
~ poninas. No intuito de auxiliar na solugdo dos problemas relacionados a
adulteracdo dos subprodutos do beneficiamento da erva-mate, Coelho




Infroducdo 2

95) realizou estudos da anatomia e morfologia foliar das espécies rio-

A variabilidade genética intra e interpopulacional esta sendo estu-
la por Winge e cols. no Departamento de Genética da UFRGS. Devido
dificuldades de germinabilidade apresentadas por esta planta, o

rtamento germinativo de sementes, em laboratério e a campo,
ndo avaliado por pesquisadores da FEPAGRO. Motivados a solu-
1ar 0 mesmo problema de germinabilidade desta espécie, Ferreira e
. desenvolvem pesquisas com cultura in vitro de embrides de dife-
s populacdes e desenvolvimento de plantas ex vitro, no Laboratério

logia Vegetal da UFRGS. A resposta morfoanatomica para as di-
des apresentadas por esta espécie, estao sendo tratadas por Ma-
> cols. no Laboratério de Anatomia Vegetal da UFRGS, através de
s da morfologia quantitativa, embriologia e embriogénese. Pes-
res da Faculdade de Farmacia da UFRGS se detiveram no es-
le saponinas e xantinas.

Estudos especificos da biologia reprodutiva da erva-mate foram re-
los por Mariath (1997), salientando aspectos do andréfito e embri-
 desta espécie, sendo que Ferreira (1997) abordaram a estrutura
o desenvolvimento da semente e embrido. Ainda ha uma grande la-
no que se refere aos aspectos histologicos da embriogénese. Barret
52) através de estudos detalhados realizados com Ilex opaca serviu
no referéncia para analises comparativas da embriologia de outras
es deste género, porém se deteve em estudos da embriogénese
Importantes estudos foram realizados por Hu & Ferreira (1989),
- caracterizando a embriogénese in vitro do género. Heuser (1990) anali-

- sou endosperma e embrido durante a embriogénese tardia, mostrando,
| apos este estudos, a importancia da caracterizagao de fases iniciais da
embriogénese desta espécie.

1.3 EMBRIOLOGIA

No género llex, os embrides entram em estado de dorméncia e permane-
- cem rudimentares, em estagio de coragdo, quando os frutos ja estdo
maduros (Hu & Ferreira, 1989).

Esta natureza rudimentar dos embrides prejudica o maior incre-
mento da cultura de llex paraguariensis St. Hil. (erva-mate), cujas folhas
sao utilizadas, nao so por brasileiros mas também por uruguaios, ar-
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S e paraguaios, no preparo do cha (bebida), chamado chimarrao.
ar de estar sendo exportada, por vezes sua produgao € insuficiente
0 abastecimento do mercado interno. Seu consumo vem crescendo
1ultimos anos, sendo o 3° produto agricola em rentabilidade no Bra-

As sementes dessas plantas necessitam de um periodo de 6 a 8
s para germinar e a taxa de germinabilidade € baixa. Sendo assim,
pdugdo de mudas de erva-mate € lenta e a quantidade nao € sufici-
para a demanda.

A partir da cultura in vitro, ja foi possivel abreviar o periodo de
minacdo, mas ndo existe um protocolo estabelecido para a transfe-
destas mudas para campo, que tenha sido totalmente exitosa. A
da das mudas nessa fase € critica.

e As causas deste longo periodo e baixa taxa de germinabilidade
‘ainda nédo estdo bem esclarecidas. Segundo Hu e Ferreira (1989), o pe-
riodo de quiescéncia de embrides de llex parece ser essencialmente uma
dorméncia imposta, e nao uma caracteristica hereditaria das células
embrionarias. Além disto, os autores citam que devem haver fatores
presentes, no endosperma e/ou endocarpo que inibam o posterior des-
:E_.molvimento in situ de embrides em estagio de coragao, porém, nao
:mmprovam a origem ou composicao quimica desses inibidores.

- A embriogénese em llex divide-se em duas fases: embriogénese ini-
cial, que vai da fase de proembridao bicelular até proembriao em estagio
octante e a embriogénese final, que se inicia no estagio de embriao piri-
forme, se estendendo até o estagio de torpedo (embrido maduro) antes
da germinacgéo, (Johri, 1982; Barret, 1962). Dessas duas fases, apenas
esta Gltima € constantemente referida na literatura. Entretanto, pouco
ou nada € conhecido sobre a embriogénese inicial dessa espécie.

Heuser (1990) observou a presenca de suspensor, mesmo em fa-
ses mais avancadas da embriogénese final e também modificacoes nas
reservas do endosperma nessas fases, tendo sido sugerido que o sus-
pensor poderia ter funcao de nutricao também em estagios mais avan-
¢ados, nao restringindo essa atividade metabdlica a embriogénese ini-
cial. Yeung & Sussex (1979), sugerem que o suspensor atue na sintese
e/ou secrecdo de substancias utilizaveis para o desenvolvimento do
embrido. Steves & Sussex (1989) citam que a progressiva independéncia
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riao em relacao ao suspensor sugere que ele se tenha tornado

ciente para giberelinas. Ha evidéncias de que o endosperma nao
a bem desenvolvido quando o embrido atinge o estagio globular,
' consumido apenas em estagios mais tardios da embriogénese,
ndo cessa a atividade do suspensor. Heuser (loc.cit.), caracteriza en-
a e embrido de llex paraguariensis durante esta fase, sendo
,apés a conclusao do trabalho, observou necessidade de serem rea-
l0s estudos que caracterizassem a embriogénese inicial desta espé-
ou seja, desde o momento da fecundacao até a maturidade dos

Ja foi provado por Dmitrieva et al. (1984) que existe transforma-
0 das proteinas em tecidos de reserva durante a germinacgdo. As orga-
s incham, seguindo-se degradacéo interna das proteinas, fusao dos
stolos e surgimento de massas de proteinas parcialmente degradadas
‘ou corpos protéicos (Ashton, 1976).

Yeung & Clutter (1979), encontraram no suspensor, organelas
especializadas como os polissomos e nticleos com cromossomas polité-
nicos, ndo encontrados no embridao. Estas caracteristicas sugerem o
suspensor como sitio de atividades metabdlicas que nao ocorrem no
embrido (Newcomb & Fowke, 1974), sendo um é6rgdo muito especiali-
zado. As células do suspensor sintetizam proteinas e lipidios e prova-
velmente produzem hormoénios e enzimas. Em particular elas incorpo-
‘ram triptofano, um precursor do acido indol-acético, entre outras sub-
stancias (Buvat, 1989). Devido a estes aspectos citofisiolégicos, duas
fungdes foram atribuidas ao suspensor: a de fornecer nutrientes ao em-
brido e a de secretar hormonios e enzimas (Nagl, 1973).

Em muitas espécies, o suspensor de embridoes em estagio de pré-
coragao comecam a degenerar, indicando o término de sua vida funcio-
nal (Steeves & Sussex, 1989), sendo que em llex paraguariensis foram
encontrados embridoes em estagio de torpedo com suspensor nao-
degenerado.

O que determina a longevidade destas células ainda é desconhe-
cido. Como se comportam ao longo do desenvolvimento e que transfor-
magoes ocorreram no seu interior, também permanece obscuro. A rela-
¢ao entre a longevidade do suspensor e a dorméncia ou quiescéncia su-
gerida por outros autores néo foi esclarecida, bem como o ciclo de utili-
| zacao das reservas.
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a de esclarecer alguns deste itens acima mencionados,
s 0s seguintes objetivos especificos deste trabalho:

T as etapas de desenvolvimento embrionario.
r e detalhar a formagao do suspensor.

er a formagao do endosperma e acompanhar a utilizagao de
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Material e méetodos

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO
J

.

utilizados frutos de Illex paraguariensis, coletados de arvores lo-
s no Jardim Botanico da Fundagao Zoobotanica do Estado do
nde do Sul, nos meses de setembro a marco de 1993 a 1998
e 22). Neste local, ocorriam dois individuos pistilados e um esta-
plantados em 1977, originarios de Palmeira das Missoes, RS.
es pistiladas estavam identificadas, pela instituicdo, através dos
s 17 e 32. Optou-se pela coleta de material da arvore 32, pois
m mostrava mais vigorosa. Comparacoes foram feitas, esporadica-
entre os dois individuos, para verificar se ocorriam diferencas
natomicas na mesma fase de desenvolvimento, o que nao foi ob-
0. Estes exemplares foram escolhidos, para atender as necessi-
de coleta em curto intervalo de tempo e acompanhamento do
olvimento dos embrides.

- A complementagao do estudo da embriogénese final foi realizada
‘material oriundo de Venancio Aires, RS 428, km 18, coletados no
> marco de 1996, sendo as sementes extraidas dos frutos, semea-
periodicamente retiradas para analise, conforme descrito no item
Este procedimento se fez necessario pois frutos maduros ainda
ntavam suspensor e, o plantio permitiria o acompanhamento da
¢ao desta estrutura.
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testemunho dos exemplares analisados foi depositado
do Departamento de Botanica da UFRGS - Herbario ICN
eros 96710 (Jardim Botanico da Fundagao Zoobotanica do
ide do Sul, Porto Alegre, RS) e 111878/111879 (Venancio Aires,
tas e identificacdo do material botanico, foram realizadas
deste trabalho, bem como a classificacao dos frutos, se-
it (1994).

PARACAO DO MATERIAL BOTANICO PARA ANALISE EM MICROSCOPIA

ta dos frutos, retirou-se o pedunculo, calice e parte do tecido
a este, para exposicdo maxima dos rudimentos seminais ao
ador. Em determinada fase, quando ocorre a lignificagao do
, houve necessidade da disseccao dos pirenos para exposicao
tes, sob Microscopio Estereoscopio, marca Wild, modelo M7A.
s isolados foram seccionados transversalmente, ao seu eixo
do desprezada a regiao calazal. A seguir, duas incisoes lon-
nais descartaram parte do endosperma e o endocarpo. Esta téc-
para a disseccao dos pirenos foi a mesma utilizada e ilustrada por

0 material foi fixado em solucao de glutaraldeido 2%, em tampao
.1M, com pH 6,8 (Gabriel, 1982) ou em solugao de glutaralde-
e formaldeido 4%, em tampao fosfato 0.1M (McDowell, 1978),
irante 2 horas, a temperatura ambiente; lavado em tampao fosfato pH
8, por 1 hora, a temperatura ambiente; desidratado em série de alcool
ou de acetona, a temperatura ambiente em concentragoes cres-
es, 15min cada etapa. Apos a ultima etapa da desidratacdo, utili-
seé solucao de etanol absoluto mais cloroformio, na proporgcao de
1:1 e 1:3 pois o0 material, em determinada fase de desenvolvimento,
sentou problemas na infiltracéo da resina.

Como meio de inclusao foi utilizado hidroxietilmetacrilato (Histore-
Jung - Gerrits & Smid, 1983), sem adic¢ao de polietilenoglicol 400 e
la, sendo polimerizado a temperatura ambiente.

As sementes foram orientadas horizontalmente nos blocos, de ma-
neira que o capuz de células lignificadas da regido micropilar permitisse
ua orientacao voltada para a direita, quando observada sob Microsco-
0 Estereoscopio. Desta maneira, quando realizadas secgoes longitudi-
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ia a exposicdo das sinérgides e da oosfera em vista frontal,
indo a observacdo das amostras. Este mesmo procedimento
. a observacdo padronizada das fases iniciais da embriogénese,
mo estagios mais avancados.

ial foi seccionado longitudinalmente, com espessura de 4 a
microtomo de guias, marca Leitz, modelo 1400, equipado com
de ago, tipo D. Os cortes foram distendidos em agua destilada a
ridos a laminas histologicas sobre placa aquecedora, marca
odelo CZ, a temperatura de 50°C.

coloracdo das seccoes foram utilizados Azul de Toluidina O
}0) em concentragdo de 0,05% em tampéao benzoato, pH 4,4
e McCully, 1981), Giemsa (Lillie, 1965) e Tionina (Gerlach,

npos de coloragiao variavam de 5 a 10 minutos, dependendo
de desenvolvimento do material. Apés a colorag¢do, as laminas
avadas sob fluxo de agua corrente durante um minuto e secas
ca aquecedora. Os trés corantes utilizados facilmente sao de-
na presencga da luz, no intervalo de 3 a 6 meses, obrigando o
fotografico do material analisado em curto intervalo de tempo,
ezes necessitando a recoloracdo do mesmo. Como meio de
em entre lamina e laminula foi utilizado balsamo do Canada
marca Merck.

observagdes e analises das secgbes foram realizadas em micros-
de campo claro, utilizando microscopio 6ptico Leitz, modelo Dia-
)EB acoplado com sistema fotografico Leica, modelo MD2 para as
ografias e camara clara para as representacoes diagramaticas.
tro fotomicrografico foi utilizado filme negativo a cores Ektar ou
, ASA 100 ou preto e branco TMAX, ASA 100 e filme positivo
achrome, ASA 64, todos da marca Kodak. As revelacoes e amplia-
s foram realizadas em estabelecimento comercial especializado.

 Um total de, aproximadamente, 2000 laminas foram incorporadas
- a0 laminario do Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de
Botanica da UFRGS.
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PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO PARA ANALISE EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

)
res pistiladas foram coletadas logo apos a antese e processadas

0 a seguinte técnica: fixacao em glutaraldeido 2%, por 2h, se-
. por trés lavagens em tampao fosfato pH 6,8 (O’'Brien & McCully,
), desidratacdao em série ascendente de acetona, transferéncia para
netoximetano “over-night” e secagem em Ponto Critico, marca
, modelo CPD 030. O material assim desidratado foi aderido a
'tes de aluminio e metalizados em sistema "sputtering”, marca
, modelo SCD 050. As observacgoes e eletromicrografias foram re-
s em Microscopio Eletronico de Varredura, marca Jeol, série 300,
do filme negativo TMAX, no Laboratério de Microscopia Eletrénica
indacédo Zoobotanica do Estado do Rio Grande do Sul — FZB.

PROCESSAMENTO DO MATERIAL BOTANICO PARA ANALISE EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para analise em M.E.T., foram realizadas coletas e disseccio do material
) descrito para a microscopia o6ptica, com reducdo das dimensoes
amostras a cerca de 1 mm?.

A fixacao foi efetuada em solucéao de glutaraldeido 2% em tampao
0 0.1M, pH 6,8 (Gabriel, 1982) ou solugdo de glutaraldeido 1% e
ormaldeido 4% (McDowell, 1978) em tampao fosfato 0.1M, durante 2
. 5, & temperatura ambiente. Apds, o material foi lavado em tampao
fosfato pH 6,8, por 1 hora e pos-fixado por 1h em Tetréxido de Osmio
i%em solugao tampao fosfato 0,1M, pH 6,8, na mesma temperatura.
] ?’S%Lﬁu-se lavagem em agua destilada durante uma hora e contrastacao,

em bloco, em solucao aquosa de Acetato de Uranila 2% (Gabriel, 1982).

O material foi desidratado em alcool etilico ou em acetona, a tem-
peratura ambiente, em concentragdes crescentes por 30min em cada
Etﬂpa Apoés, passagem em etanol absoluto mais cloroférmio, na propor-
¢8o de 3:1; 1:1 e 1:3 pois o material, em determinada fase, apresentou
problemas na infiltragdo. Procedeu-se a infiltragéo e inclusdo em resina
epoxi de baixa viscosidade (Spurr, 1969), mistura padrao. A resina foi

infiltrada de maneira gradativa, sendo o alcool substituido pela resina
na proporcéo de 1 parte de etanol para 3 de resina, apés 1:7, seguindo
1:15 e resina pura, permanecendo no minimo uma hora em cada etapa.
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hor infiltracdo da resina, foi testada a utilizacdo de aparelho de
no qual os tubos de ensaio contendo material, eram colocados
o periodo de infiltracdo. Na ultima etapa, o material botanico foi
em moldes, orientados e colocados para polimerizacdao em
a 70°C, por 8 horas.

blocos, assim obtidos, foram seccionados com o auxilio de ul-
tomo, marca Reichert, modelo Ultracut-E, equipado com nava-
vidro para seccoes semi-finas (0,9um) e de diamante para seccoes
s (70 nm). No primeiro caso, os cortes foram montados em la-
‘histologicas e corados com Azul de Toluidina. No segundo caso,
oram montados sobre “grids” de cobre, com abertura oval de
im, recobertos com um filme de Formvar e contrastados com ci-
chumbo (Venable e Coggeshall, 1965)

observagoes, analise e registro eletromicrografico, foram realiza-
equipamento marca Zeiss, modelo EM-10, sob 60kV.

STES CITOQUIMICOS

., 1 realizacéo dos testes citoquimicos foram utilizadas varias técni-
pendendo a fase de desenvolvimento analisada. Proteinas totais
das através da reacdo com Coomassie Blue Brillhante R-250
0) 0,1% em solucao acética 7% (Southworth, 1973). Polissaca-
s totais identificados através do acido periédico-reativo de Schiff —

'‘Brien e McCully, 1981). Amido identificado através do reativo lu-
gol (Jensen, 1962) e a reagao PAS (O’Brien & McCully,1981), além da
emonstracio de sua presenca através da luz polarizada, utilizando mi-
pio metalografico marca Zeiss Jena, modelo Amplival pol.u..

Para analise dos corpusculos vinaceos presentes na regiao micro-
e cristais presentes tanto no rudimento seminal como no tecido
lificado, utilizou-se o mesmo microscopio acima citado e reagao qui-
ca ao acido acético e acido sulfarico, para testar a presenca de oxa-
0 ou carbonato de calcio (Chamberlain, 1932).

~ Para a deteccdo do fenomeno da apoptose, realizou-se teste para
leccao de fragmentos do DNA através do kit “KLENOW FragEL”, pro-
1do pela Calbiochem.
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ficacao de rudimentos seminais através da solucdo de cla-
rdo 4 % (Herr, 1971). Apos clarificados, os rudimentos fo-
dos sob microscopia de contraste de fase, utilizando mi-
0 Optico marca Zeiss Jena, modelo Nf. As fotomicrografias foram
oplando-se maquina fotografica marca Leica, modelo MD2.

ACAO DO CRESCIMENTO DOS FRUTOS

ro a margo de 1993, foram realizadas medidas de compri-
rgura dos frutos, em intervalos de 4 dias. Para isto utilizou-se
tro Mitutoyo, sendo tomada como largura a maior medida de
do fruto e como altura a medida da base do calice ao apice do

as variaveis morfométricas nao foram correlacionadas com as
fases do desenvolvimento embrionario pois, dentro de uma
populacao, ocorreu uma variagao muito grande destas medidas,
ilustram as figuras 21 e 22. Cabe ressaltar que apés a lignificacao
ndocarpo, as estruturas internas sofrem mudancas significativas,
0 que a morfologia externa permanece praticamente estavel.

NTAGEM DO EXPERIMENTO PARA ANALISE MORFOHISTOLOGICA DAS
SEMENTES, DURANTE PARTE DA EMBRIOGENESE FINAL

cao deste experimento, foram utilizados frutos brancos,
€ vinaceos, coletados em Venancio Aires (ver item 2.1.). Estes
foram macerados sob agua corrente, para retirada da polpa e se-
0 dos pirenos. Foram tomados lotes de 3g de pirenos, o que cor-
de a, aproximadamente, 300 unidades. Estes foram colocados em
s de tela plastica de 10x10cm, misturados com solo comercial enri-

)

humoso conforme experimentos realizados com a mesma es-
por Heuser (1990). Foram colocados 9 sacos contendo frutos pre-
, 6 contendo frutos rosas e 6 contendo frutos brancos.

- Estes sacos foram dispostos em uma sementeira de 55cm de com-
to x 36cm de largura por 15cm de altura, recobertos pelo mesmo
0 utilizado anteriormente. A sementeira foi colocada ao ar livre, em
| sombreado e mantida imida (fig. 4). Rlv:
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das amostras priorizou os pirenos oriundos de frutos vi-
intervalos de, aproximadamente, quinze dias, ao longo de

sendo retirados 20 pirenos. Estes foram dissecados con-
0 no item 2.2., fixados e processados para analise em mi-
t;ca Apés a retirada da amostra, o saco foi novamente co-
ienteira. A analise das sementes pertencentes a frutos de
osa € branca foi esporadica, tendo sido constatado que ape-
tes de frutos vinaceos completaram se desenvolvimento e

ECNICAS UTILIZADAS PARA SOLUCIONAR PROBLEMA DA NAO

AGAO DE FIXADORES E RESINAS, TANTO PARA OBSERVAGAO EM
OPIA OPTICA COMO MICROSCOPIA ELETRONICA DE
ISSAO

de uma determinada fase do desenvolvimento embrionario,
mente se tornam impermeaveis a agentes fixadores e resi-
o a formacao de proteinas que nao se deixam penetrar pelos
5 (Ashton, 1976; Otegui et al., 1998). Na tentativa de transpor
. dades, varias metodologias foram utilizadas na desidrata-
clusdo, no tempo e temperatura da fixacdo e desidratacéao e,
de polimerizar. Apesar das tentativas, nao foi possivel
er um protocolo que solucionasse as dificuldades encontradas
. Tanto material preparado para analise em MO como em
caram prejudicados devido a este(s) fator(es).

Abaixo relacionamos as diversas técnicas utilizadas:

ntes desidratantes: série etilica, acetona, éter, Ter-butanol e clo-
rmio.

esinas: Unicryl, Spurr, Araldite e Epon.

ixtracdo de proteinas — acido trifluoroacético e técnica utilizada para
extracao de proteinas totais, por Moon (1997) — Depto. de Genética,

esidratacao e infiltracao em dessecador e em aparelho de rotacao.

4 Infiltracao em aparelho de ultrasom.
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 polimerizagao em Criostato, a temperatura de — 40°C.

) da resina a altas temperaturas, 50°C, 60°C, 70°C.

da resina a baixas temperaturas, 4°C, sob luz ultra vi-
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Resultados

DO CICLO REPRODUTIVO EM ILEX PARAGUARIENSIS

‘?ﬁ'stiladas de llex paraguariensis, analisadas, iniciam antese
nal do més de setembro estendendo-se até a primeira quinzena de
bro, quando estas ja se encontram fecundadas, apresentando ver-
stores senescentes (fig. 1). A antese, em um mesmo indivi-
€ simultanea. Em um mesmo ramo encontramos desde botdes
flores ja abertas. Este comportamento se repete na maturi-
. frutos, sendo possivel encontrar frutos brancos em ramos
bém estao presentes frutos de coloragao vinacea (fig. 2).

parando-se o inicio de antese entre arvores portadoras de flo-
tiladas com as portadoras de flores estaminadas, observou-se
taminadas, iniciavam antese alguns dias apods as pistiladas.

primeiros resultados obtidos, no periodo da antese (fig.3.1), fo-
caracterizacao do momento da fecundacao (fig. 3.2). Apos este
na segunda quinzena do meés de outubro, observou-se o zigoto
em diversas fases de desenvolvimento, sendo que este apre-
L uma dormeéncia relativa, no sentido de nao sofrer divisao celular,
demonstra modificacdes internas, rearranjo metaboélico e alon-
0 desta célula. Neste periodo, as fases iniciais da endospermogé-
ucedem (fig. 3.3b), até a formacao de endosperma com cerca de
élulas. Quando este tecido de reserva apresenta estas caracteristi-
a-se a divisdo do zigoto, dando origem ao proembrido bicelular
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nstituido por uma célula basal e uma apical. Durante a
inzena do més de novembro, observa-se o proembridao com
élulas (fig. 3.5). Ja na segunda quinzena deste més, ocorre
de desenvolvimento continuo, sendo observadas fases de
linear com quatro (fig. 3.6) a sete (fig. 3.7) células, derivadas
cal. Em uma mesma coleta foi possivel observar as fases
, proembrido linear de trés a sete células. Apos a fase de
linear com sete células, inicia-se a divisdo longitudi-
 da célula apical derivada, para dar origem ao proembrido
(fig. 3.8). Este evento ocorre na primeira quinzena do meés de
. Neste mesmo periodo, o desenvolvimento prossegue, obser-
proembrides octantes (fig. 3.9), embrides pirifofmes (fig. 3.10)
(fig. 3.11). As fases seguintes, ou seja, embrido cotiledonar
2, cordiforme (fig. 3.13), cordiforme tardio (fig. 3.14) sao obser-
re a segunda quinzena do més de dezembro e o inicio do meés
, em intervalos de, aproximadamente, uma semana. Os em-
)es permanecem nestes dois ultimos estagios, cordiforme e
e tardio (fig. 3.15), até o fruto completar a maturacao, ou seja,
coloragdo vinacea. Este processo de modificagdo na coloracao
8, inicia-se na segunda quinzena do més de janeiro. Estas
g0es na coloracdo sao acompanhadas de alteracao na
ncia do mesocarpo. Os estagios de desenvolvimento, passiveis
observados, durante um periodo de oito meses, de marco a
foram de cordiforme a cordiforme tardio, em frutos
0s. No més de novembro, os embrides reassumem a atividade
a, iniciando o processo germinativo (fig. 3.16). Foi possivel,
timo periodo, observar uma grande quantidade de embrides
ndo e plantulas (figs.5-6), bem como alguns embrides que
em estagio de cordiforme e cordiforme tardio.

Deste ciclo, serdo caracterizados, citologica- e histologicamente,
tes fases deste processo de desenvolvimento, com énfase em as-
a antese, fecundacao, embriogénese e endospermogénese.

CARACTERIZAGAO DA FLOR PISTILADA, EM ANTESE, E FRUTO

pistiladas desta espécie sao actinomorfas, com calice gamo-
e quatro pecas de coloracao verde e corola rotada, gamopétala,
com quatro pétalas de coloracdo branca (fig. 1), com epiderme
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ipilosas apresentando estrias epicuticulares na sua face
8). A flor pistilada possui quatro estaminoédios alternipéta-
que diferem morfologicamente dos estames férteis das flores
por apresentarem apice conico e esporangios nao-diferen-
de dimensoes semelhantes as anteras das flores estami-
vario € supero (fig. 10), sincarpico, tetracarpelar, tetralocular,
nico. Nao raro foi observada a presenca de ovarios pentacar-
ntaloculares (fig. 7), bem como pirenos bisseminados, com
embrido por semente.

ma é sessil e tetralobado, classificado como do tipo timido,
a presenca de células secretoras papilosas (figs. 10, 11 e 13),

-~ -

¢ao ¢ acumulada nas regides laterais do tecido estigmatico,
ao ovario. Durante a fase receptiva desta estrutura, foram ob-
dos graos de poélen germinados, tanto em M.E.V. como em M.O.,
onstrado nas figuras 12 e 23.

orcao superior dos léculos observa-se a presenca de um com-
o desprovida de células, resultante da fusao dos quatro car-
ocorréncia comum em ovarios gamocarpelares (fig. 10 e 11).

idade locular, que abriga o rudimento seminal, € delimitada
e interna do carpelo (figs. 10), constituida por uma camada
de contorno isodiamétrico, em secg¢ao longitudinal, ordena-
e dispostas e de menores dimensodes do que as células do tecido
(fig. 16).

0 rudimento seminal é do tipo anatropo, unitégmico, com obtura-
cular, composto por células papilosas, préoximo da regido micro-
em continuidade com o tecido transmissor da regidao estigmatica
/ e 18). Ao longo da regido dorsal do rudimento seminal ocorre um
scular unico, ramificado em sua porgao calazal (fig. 17). A face
a do tegumento, limitante do endosperma e tecido nucelar, esta
uida por células diferenciadas das demais células tegumentares,
do um endotélio (figs. 19 e 20).

- O fruto é do tipo drupa, normalmente com 4 pirenos, sendo que

largura na maturidade é de aproximadamente 0,7 cm e compri-
0,6 cm. A dimensao dos frutos maduros varia entre as arvores de
1 mesma populag:éo. Isto foi observado nos frutos das arvores de

0 Aires bem como nas do Jardim Botanico da Fundacido Zoo-
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Rio Grande do Sul. Neste local a diferenca morfologica entre
s arvores pesquisadas € representativa, como mostram
22. Os frutos da arvore identificada localmente pelo nu-
a0 arredondados enquanto que os da arvore 17, alongados.
ente ndo foram observadas diferencas significativas entre
entes tipos morfologicos, durante o periodo pesquisado. Os
te seu desenvolvimento, alteram a coloracao, desde verde
ros, passando a branco e por varias tonalidades de rosa,
rirem a coloragao vinacea quando maduros.

ireno, unidade de dispersao desta planta, se origina do rudi-

minal unitégmico, envolvido por estruturas carpelares. Anali-
a ontogenia da semente, nas fases iniciais da embriogénese, ob-
e que a partir da primeira semana do més de novembro,
oembriao apresenta duas a trés cé€lulas, inicia-se a lignifica-
células que compoe a parede interna do ovario (endocarpo). Na
lade do fruto, estas células apresentam-se totalmente lignifica-
do uma camada rigida, externamente ornamentada, for-
rés pares de estrias no eixo maior do pireno (fig. 5). Na regiao
lar, observa-se um orificio, formado pelo canal micropilar e cé-
djacentes. Este torna o pireno permeavel a trocas gasosas com o
& hidratacéo.

[ENTOS RELACIONADOS A FECUNDAGAO E POS-FECUNDAGAO

jue ocorra a fecundacéao ha necessidade de ter havido a poliniza-
las ﬂores pistiladas. Os graos de polen, quando em contato com o
a destas flores, sofrem hidratacao, tendo sido observada a emer-
tubo polinico através do colporo, este penetrando apoplasti-
ite o tecido estigmatico. Na fase de fixagao no estigma, o androéfito
tra-se em estagio bicelular, com um nucleo vegetativo envolvendo
: te a c€lula generativa, formando a unidade generativa mas-
a. O crescimento do tubo polinico se da através do tecido trans-
)r até atingir o loculo do ovario (figs. 24 e 25). Este tecido se es-
esde a regiao estigmatica até a base micropilar dos rudimentos
s (fig. 10 e 11) que, juntamente com o obturador funicular,
a um tecido secretor especializado continuo (figs. 13 e 15). Este te-
0 € composto por células papilosas (fig. 13, 15 e 16), com paredes es-
adas quando observadas em secgao transversal (fig. 14). Estas pa-
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de Toluidina, tornando-se esverdeadas, indicando
npostos fenodlicos (fig. 14). O produto secretado por
polissacarideos, comprovado pela coloragao rosea sob
corante (figs. 14 e 15).

transmissor, foi possivel observar tubos polinicos bice-
ntando a célula vegetativa e a generativa, bem como tu-
tricelulares, apresentando a célula vegetativa e as duas
cas, idénticas morfologicamente (figs. 24 e 25). A divisao
ativa, com consequente formacao dos dois gametas,
» a trajetoria apoplastica, do tubo polinico através do te-
r. A penetracdo de um ou mais tubos polinicos, no ru-
, ocorre através do canal micropilar. Este é retilineo,
r células que nao apresentam caracteristicas diferenciadas
) do endotélio, sendo que na extremidade interna deste
iza o ginofito, mais especificamente o aparelho fibrilar,
edes especializadas (fig. 18).

 este processo, foi possivel observar a presenca de cristais,
de oxalato de calcio, presentes ao longo do tecido vascu-
e tecido transmissor (figs. 26, 28), no parénquima fun-
tre o feixe vascular e o tecido transmissor (figs. 26, 29), na

ovario (fig. 27), bem como nos rudimentos seminais (figs. 27,
ém dos cristais, também foram observados corpos protéicos em
irede do ovario (figs. 30, 31).

te 0 momento da descarga do tubo polinico no aparelho
, ocorre a fusdo dos nucleos polares com formagao do nucleo
 (sincario-pré-endospérmico), apresentando um nucléolo de
bem maiores do que o da oosfera. Este nucleo migra para
¢40 mais proxima da oosfera aguardando o momento da fe-
por um dos gametas.

érgides apresentam, no polo micropilar, parede primaria es-
, com acréscimo de substancias pécticas, formando o apare-
(fig. 35). Estas células possuem um grande vacuolo no polo
: nucleo deslocado para o polo micropilar. Diversas amostras
 demonstraram que as sinérgides se mantém citologicamente
S fﬁg 395), apos a descarga do tubo polinico, nao ocorrendo a pe-
das mesmas. A figura 34 demonstra a descarga do tubo poli-
rma de massas coradas de azul intenso de localizacao lateral
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dificultando sobremaneira a observacdo e analise dos
cleo da célula vegetativa.

frontal, a oosfera encontra-se entre as sinérgides, em po-
al, apresentando um grande vacuolo no polo micropilar

que compode o aparelho oosférico e a célula média pos-
amido como substancia de reserva (fig. 35), produzidas
de amilogénese que se inicia antes da fecundagao e se
ase de proembridao bicelular com endosperma possuindo
células.

podas apresentam vida curta, sem qualquer diferenciacao
ma de nota, iniciando processo de degeneracao ao mesmo
0 endosperma progride em seu desenvolvimento (fig. 40).

| a ocorréncia da dupla fecundagao, importantes modificagoes
apenas no interior do ginofito, com também no tecido te-
ir. As células do tegumento, proximas a regido micropilar do
to seminal, continuam seu processo de diferenciacao. Seu
) celular passa a ser altamente sensivel ao Azul de Toluidina,
ndo coloragdo azul intenso (fig. 36). Em fases posteriores, a
 das paredes se completa, resultando uma acentuada redu-
ne celular e paredes espessas com pontoagdes simples, de co-
azul-esverdeado em reacao ao mesmo corante (fig. 37). Este
células forma uma espécie de capuz cobrindo a regiao mi-
a fase ocorre, também, o acimulo de oxalato de calcio, sob
sas, no interior de algumas células deste capuz micropilar,
mo em células contiguas a esta regiao (fig. 38).

o interior do saco embrionario, os gametas deslocam-se para pro-
la oosfera e da célula média ocorrendo a plasmogamia e carioga-
ido este evento, surgem dois zigotos, um deles que seguira o
da embriogénese, formando o embrido esporofitico e o outro
uira o processo da endospermogénese, formando o embridao xe-

OGENESE

undacao do nucleo secundario da célula média do saco em-
- sincario-pré-endospérmico — por um dos gametas masculi-
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0 nucleo endospermogenético — zigosincario-pro-endos-
, cujas dimensoes sao, aproximadamente, o dobro do
o do zigoto. Este por divisao transversal, da origem as
células do endosperma. Nesta fase a formacgao das pare-
identificada pois ha presenca de fragmoplasto conspi-
a a figura 40, ficando também evidente a placa equato-
3¢ a reorganizacao dos cromosssomos para dar origem as
s células do endosperma. Apds esta divisdo, fica estabelecida
40 bicompartimentada (fig. 41). A parte superior, micropilar,
-se com maior volume celular do que a parte inferior, calazal
té esta fase, as antipodas ainda podem ser identificadas (fig.
anda divisao é transversal na célula do compartimento da re-
ar e longitudinal na célula do compartimento calazal (fig.
se, nesta fase, novo ciclo amilogénico no endosperma ju-
izado pela presenca de amiloplastos no citoplasma destas
fig. 42). Este tipo de padrao de divisao celular nos permite
r o endosperma de llex paraguariensis como sendo do megatipo
ipo isopolar, subtipo translongitudinal.

idosperma constituido por quatro células estabelece trés novos
mentos celulares, o primeiro com a célula do endosperma em
com o zigoto (fig. 42, célula a), o segundo constituido pela célula
didria do endosperma (fig. 42, célula b), e o terceiro formado
luas células que mantém contato com as antipodas e coluna hi-
a (fig. 42, células ¢ e d). A coluna hipostatica esta constituida
tlas do nucelo, com citoplasma denso, nucleo proeminente e pa-
sas (fig.19). Com a expansao das células do endosperma,
vao sendo comprimidas e degradadas, nutrindo o tecido
co em formacgao. Como caracteristica citologica deste pro-
le degeneragéo, observou-se a picnose dos nucleos, o adensa-
citoplasmatico e a compressao de suas células.

ase seguinte observada foi de endosperma com oito células que
idindo-se anticlinal e periclinalmente, formando um conjunto
s de paredes delgadas, com grande vacuolo e nucleo ocupando
ateral (figs. 43 e 44). O numero de divisdes celulares é maior

a, resultando assim, um endosperma com trés zonas distin-
s celulares, com padroes particulares de diferenciacao.
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circundam o proembrido, na regiao micropilar (fig.
as no sentido radial, apresentam conteudo citoplasma-
ido como substancia de reserva, vacuolos pequenos no
r e maiores na regiao de contato com as cé€lulas da regiao
As paredes primarias apresentam-se espessadas com grande
e de substancias pécticas na lamela média, indicando ser esta
altos niveis de translocagdo de substancias. As células da
a (fig. 44), apresentam paredes delgadas, grande vacuolo,
co denso e nucleo proeminente, ambos em posicao pari-
s mais longas e maiores do que aquelas das duas outras
representando a maior parte do tecido endospérmico no
alaza. As células da regiao calazal (fig. 46), apresentam
orme, paralelo ao eixo longitudinal do rudimento seminal.
petram no tecido calazal do rudimento seminal, apresentam as
primarias também espessadas com maior quantidade de sub-
ticas, conteudo citoplasmatico denso, pequenos vacuolos
al, sendo estes de maiores dimensoes na regiao em contato
s da regiao mediana do endosperma. Estas caracteristicas
erem, também, uma provavel funcao de translocacao de nutri-

odemos deixar de acrescentar que os dois polos do endos-
caracteristicas similares, atuando sobre o tegumento ou a
dida que este tecido se expande, com acréscimo de células
entral ou mediana do endosperma. Estas diferengas citologi-
 celulas da regiao micropilar e da regidao calazal sao mantidas
mbrido atingir a fase de octante, sendo que as substancias de
tipo amido, somente sao observadas até o proembriao atingir
bicelular. Em fases mais avangadas da embriogénese, de embriao
ante e seguintes, estas diferencas nao sao mais observadas, de
acentuado, entre as células da regiao calazal e mediana do
a (figs. 47, 48), iniciando entao divisoes e modificagoes no
s células de todo o tecido xenofitico, constatadas através da
¢ acumulo de substancias lipoprotéicas. Estas divisdes das cé-
0 endosperma teriam como finalidade expandir lateralmente o
2 do endosperma, aproximando-se do seu volume definitivo. O
aparente destas modificagdes € a compartimentagao in-
s células do endosperma (fig. 49), formando um complexo va-
as dimensodes vacuolares sao mais reduzidas e/ou ocorre de-
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cuolo com consequiente coagulacdo de proteinas. Uma
2850 de acumulo de reservas pode ser verificada na
células do endosperma além de apresentar os vacu-
- granulacdo interna, resultado da concentracao de
no citoplasma o inicio da formacao de corpos lipidi-
0 mesmo e também é observada a presenca de pro-
0 endoplasmatico rugoso, que demonstra alta ativi-
de substancias de reserva nestas células. Nesta fase de
0 endosperma, o embridao encontra-se na etapa globular
imento. Segue-se o aumento da quantidade e dimen-
0s, bem como um adensamento maior do contetuido pro-
los (fig. 51). Os corpos lipidicos concentram-se em torno
protéicos, além de dispersarem-se pelo citoplasma das
perma. Poucas organelas protoplasmaticas sao visiveis
amento de substancias de reserva presentes nestas cé-

es das células do endosperma se modificam, tornando-se
cidas, provavelmente devido a hidratagao das camadas que
1‘5@3 em pectinas, através da agua liberada pelos vacuolos
zenadores de proteinas. De modo correspondente, o em-
a-se na fase cordiforme de desenvolvimento. Ainda nesta
envolvimento, o endosperma mais proximo ao embridao apre-
do protéico mais adensado, com proteina condensada sob
a (fig. 52) ou granulosa (fig. 53), no interior do vacuolo. A
';ﬂ‘es corpos lipidicos € tal que o vacuolo protéico apresenta
-ondulado, devido ao contato com os mesmos (fig. 53). Na
ido cordiforme tardio, o endosperma apresenta coalescén-
lipidicos, reduzindo o nimero destes, presentes no seu
reducao esta compensada pelo aumento de suas dimensoes
Dependendo a localizacgdo desta célula, em relacao ao em-
eptivel um "halo" nos corpos lipidicos, provavelmente indi-
) enzimatica marginal sobre estas estruturas. Observam-se
fiossomos, reticulo endoplasmatico rugoso e ribossomos (fig.
1 nos vacuolos protéicos € visivel a cavitagdo interna, re-
a agdo de digestdo das proteinas e um maior numero de aden-
‘protéicos (globoides) — (fig. 55). Da mesma forma, a estrutura
citoplasma € muito pouco perceptivel, devido ao excesso de
s de reserva no seu interior. Em células, localizadas nas pro-
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de digestora, percebe-se a reducao do numero de
expansao dos vacuolos protéicos, cujo conteudo de
lar, torna-se mais granuloso. No citoplasma sao vi-
um estroma com material granuloso sem estru-
. As paredes celulares apresentam sinais de acao
0-se mais frouxas, inclusive com sinuosidades que
células do endosperma (fig. 57).

etapa, antes da lise total da célula, poucas estruturas
adas no estroma celular. Alguns corpos lipidicos es-
- periferia da célula e cristais, provavelmente protéicos,
 no interior dos vacuolos. As paredes celulares apre-
rouxas com sinais de lise de estrutura fibrilar (fig. 56).
diferenciacdo bem como a dinamica de utilizacdo das

€rico apos a fecundacao apresenta o zigoto, célula di-
te da fecundacgao da oosfera por um dos gametas mascu-
denciada nesta fase, a presenca, no zigoto, de nucleo
léolos, de tamanhos diferentes, um pertencendo a oosfera
eta masculino (fig. 58), indicando que, apesar de ter ocor-
os nucléolos preservam sua individualidade. O zigoto
m se dividir, em estado de relativa quiescéncia, evidenci-
agio de reorganizacao metabdlica, durante as fases iniciais
génese. Este se localiza no limite interno do canal micro-
lateralmente pelas sinérgides degeneradas e restos da
do tubo polinico, identificaveis pela coloracao distinta que as-
Sposta aos corantes utilizados (figs. 59).

te quando o endosperma torna-se multicelular, com oito ou
3, 0 zigoto apresenta a forma alongada, com nucleo proemi-
do para o polo calazal devido a vacuolacdo mais acentu-
posicao micropilar. Nesta fase se estabelece a polaridade do
oplasma contém granulos de amido contornando o nucleo,
vado nas figuras 59 e 60. No momento da divisdo mitética

: 4"' -8,
Jop _1 e ds Bgig :
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as foi visualizado o vacuolo micropilar que acarreta a
protoplasto no polo calazal (fig. 61-em evidéncia a

ia entre o desenvolvimento do endosperma (xenéfito)
fito) € evidente, porém demonstra claramente "timing"
renciacao destas duas geragoes.

mbriGo com duas células

0 mitotica do zigoto € transversal e assimétrica, for-
roembridao com duas células, constituido por uma célula
proxima da regiao micropilar e uma cé€lula apical-ca,
voltada para a regidao calazal, com aproximadamente
nento da anterior. A cb apresenta nucleo proeminente,
r vacuolado e paredes espessadas. A ca apresenta nucleo
zal, citoplasma denso, polo micropilar vacuolado e pare-
ssadas. Nesta fase ndo se observam mais restos das si-
o0 proembriao circundado pelas células do endosperma
ilar (fig. 62).

)embrido linear com trés células

acia ontogénica € a ca que, ao se dividir, originara as células [
do as células que compde o proembrido nesta fase, ob-
a cb, possui maior comprimento quando comparada com
I. Uma caracteristica que definiu a classificagdo do padrao
proembrido bicelular, para dar origem ao de trés células,
comparativa das paredes que limitam a célulacbalelal’
e nos mostrou que a parede limitante das células cb e [ apre-
is espessa quando comparada a parede que limita a célula [
) evidencia a divisao da ca dando origem as células [ e I, sendo
rmanece indivisa, tornando-se parte do suspensor (fig. 63).

lasma das células cb e | apresentam reservas protéicas sob
isas nao-definidas, com coloragao vinacea. O mesmo tipo
observado em células do tegumento, na regiao micropilar.
elulas apresentam, ainda, polissacarideos como substancias
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O embrido neste estagio se desenvolve em contato com dois tipos
celulares do endosperma, quais sejam, as células da regido micropilar e
as células da regiao mediana do mesmo.

3.5.4 Proembrido linear com cinco células

O proembriao linear com cinco células € originado a partir de divisoes
da célula derivada l’, fato este evidenciado pela tendéncia acropeta no
estabelecimento da divisdo celular, resultado de uma relacao nu-
cleo/citoplasma mais propicia para este evento. A cb apresenta paredes
transfusoras na regido em contato com a micropila, caracterizando a
necessidade de aumento de superficie de absor¢ao e/ou translocacao de
nutrientes e agua. No citoplasma desta célula observam-se massas
protéicas, o mesmo sendo encontrado nas células do tegumento, na re-
giao micropilar. O nucleo das células que compoe este proembridao, em
geral se posiciona mais proximo ao polo calazal da célula, com diferen-
ciacdo de vacuiolo(s) no polo micropilar. As cé€lulas recém formadas do
suspensor e a cé€lula de posi¢cao mais calazal estao inseridas na regiao
mediana do endosperma (fig. 64).

3.5.5 Proembrido linear com sete células

O proembrido linear com sete células apresenta as mesmas caracteristi-
cas citologicas descritas na fase anterior (fig. 65). Ocasionalmente, foi
observada uma divisdo longitudinal da célula subterminal do proem-
brido linear de sete células (fig. 66). Este numero total de células tam-
bém foi comprovado através do método de clarificacdo, nao sendo utili-
zado para a analise das fases seguintes por ndo acrescentar maior vo-
lume de informagées e clareza na observagédo. O endosperma apresenta
as mesmas caracteristicas da fase anterior.

3.5.6 ProembriGo quadrante

Em geral, apés o proembrido linear atingir o numero de sete células,
iniciam-se as divisdes da célula que se encontra em posicao calazal,
formando o embrido propriamente dito. Esta célula se divide longitudi-
nal- e transversalmente, resultando inicialmente o proembridao de qua-
tro células, sendo uma delas a célula de ligacao entre o suspensor e 0
futuro embrido, constituindo a célula da hipéfise (fig. 67).
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0 compoem apresentam citoplasma denso, nucleo
em posicao central, caracteristico de células me-
3 e 69). As células localizadas acima do embrido qua-
1 0 suspensor linear unisseriado com numero apro-
onstante, de sete células, podendo ocorrer casos com
Ainda nao sédo observadas modificagoes nas células
ta fase do desenvolvimento embrionario.

go octante

tante € formado a partir de divisdes longitudinais das
nbrido quadrante, com caracteristicas citolégicas seme-
a fase anterior e organizacao ainda linear das mesmas (fig.
oI permanece com o mesmo numero de células. O en-
‘esenta com as mesmas caracteristicas descritas anteri-

brido pés-octante

ontogénese, o proembrido poés-octante nao mais possui a
tornando-se arredondado, devido a divisdes anticlinais na
ficial de suas células, que originarao a protoderme, en-
internamente iniciam-se divisdbes anticlinais e periclinais
e ao meristema fundamental (fig. 71). O suspensor

sta fase, permite classificar o desenvolvimento embrionario
ncente ao tipo Cariofilaceo (ver sumario destas etapas nas

1).
dosperma, ainda sédo perceptiveis células diferenciadas na re-
|

pilar e o restante do endosperma de aspecto uniforme em
processo de divisao celular. O aporte de nutrientes ao em-

fase, parece proveniente do suspensor e tecido adjacente,
) através de grande quantidade de corpusculos vinaceos
s no tegumento, endosperma da regiao micropilar e suspensor
e ressaltar que o restante das células do endosperma apa-
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> foi utilizada para descrever embrides que visivel-
izam por apresentar protoderme e meristema funda-
ominio de expansao lateral, resultante do maior nu-
celulares de células desta regiao (fig. 73). A hipofise,
0 embriao e o suspensor linear, € evidente. As células
resentam citoplasma denso, nucleo proeminente locali-
» central da célula, ndao sendo identificadas substancias
eptivel o inicio de digestao celular na porgdo mais ca-
‘em contato com o endosperma. As células do endos-
mento, na regiao micropilar, mostram caracteristicas co-
anterior, com a presenca dos mesmos corpusculos vina-
dissolvido, nao-polimerizado, de reagcdo quimica similar
zado, tanto em vacuolos como entre as células.

 da regido mediana do endosperma continuam a se divi-
em a células-filhas que apresentam a metade do tama-
ue lhes deu origem, com vacuolos de pequena dimensao
nso. Nestes vactiolos serdao acumulados, em fases poste-
dutos da sintese de substancias lipoprotéicas que caracte-
rva deste tecido, a partir desta fase (fig. 49).

do globular

linais e periclinais se sucedem, dando origem ao embridao
m suspensor linear, com células altamente vacuoladas (figs.
As células que compde o embrido, nesta fase, se caracteri-
entar citoplasma denso, nucleo proeminente e inicio de
ubstancias lipidicas. A protoderme e o meristema funda-
claramente evidentes (figs. 78, 81, 81a, 81b), com freqiiéncia
celulares, perceptivel através da presenca de placa equato-
- situacdo evidencia-se grande quantidade de dictiossomos,
esiculas oriundas dos mesmos, orientadas por microtubulos
macgao da placa e nucleo com cromatina ainda adensada (fig.

B i
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fica evidente a presenca de reticulo endoplasmatico
itidade de ribossomos, plasmodesmos, proplastidios,
Na figura 81b, de uma célula recém dividida, obser-
de extremidades de cisternas do reticulo endoplas-
> drenam substancias lipoprotéicas, organizando-se
ovelados de membranas, provavelmente sendo utiliza-
icao subseqliente destas células. As reservas lipidicas
ulas em pré e pés-divisdo nao sao visiveis em suas de-
0 processo da formacao da parede celular, reapare-
terfase.

nbridao atinge este estagio, a lise das células do endos-
tringe apenas ao polo calazal do embrido, mas também
m todas as células do endosperma que envolvem o mesmo
81). As paredes destas células tornam-se altamente hi-
lo que ao final do processo litico, ndo € mais possivel ob-
meédia ou as microfibrilas que compoe a parede celular
8le, 81f). Enquanto € observada a degradacao de parede, o
tas células apresenta reservas lipidicas sendo que as pro-
1ente devem ter sido degradadas e assimiladas pelo em-
), 81d, 81€). A acdo pectolitica, provavelmente induzida pelo
ibrido, atua de forma dual, tanto no sentido de proporcionar
lecessario para seu desenvolvimento, como de liberar polis-
is para sua diferenciagao. Esta cavidade aumenta de vo-
0 desenvolvimento embrionario. Nas regides afastadas da
stora, ocorre diferenciagcao das células do endosperma,
erizada pela presenca de um sistema de vesiculas origina-
de dilatacoes das extremidades do reticulo e do Complexo
que 'convergem em determinada area, onde se fusionam, for-
equenos vacuolos no citoplasma, que iniciam a acumular pro-
2serva no seu interior. Circundando a regiao dos vacuolos em
concentram-se varias mitocondrias e reticulo endoplasmatico
ig. 81c). Esta especializacdo ocorre no sentido centrifugo. Inici-
 celulas mais internas do endosperma, junto ao embrido so-
ecializacdo, havendo um gradiente no qual as células que estao
a da semente sao as menos especializadas, apresentando ca-
s da fase anterior do desenvolvimento (fig. 74, 76, 77; 78,
a-se uma camada de cuticula na regido limitrofe entre o te-
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erme do endosperma e acumulo de substancias roseas
umento (fig. 77).

r apresenta as mesmas caracteristicas descritas nas fa-
célula basal, evidencia-se um grande vacuiolo no polo
s com vilosidades caracteristicas de células de trans-
ma denso, grande quantidade de mitocondrias, dictios-
- vesiculas, aparentemente relacionadas a fenémenos
membrana plasmatica, junto ao polo micropilar e vesi-
das a processos de exocitose no polo calazal, indicando
apresenta translocacao de substancias na direcao do
nlicleo, a cromatina apresenta-se parcialmente adensada
ais células do suspensor apresentam grande vacuolo,
posicdo micropilar e nucleo em posi¢do oposta (fig. 75,
se destas células em M.E.T. (fig. 81h), nos mostra que o
ilas de translocacido continua a ser através de endo e exo-
rovado pela presenca de pequenas vesiculas originadas

a quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso proximo
mesmas. Varias mitocondrias estao presentes dispersas
2 e alguns poucos plastidios com polissacarideos de re-
também encontrados alguns corpos lipidicos, ndo obser-
icroscopia optica. Aparentemente, as vesiculas oriundas da
egam no citoplasma através do reticulo endoplasmatico e
omos, transferindo o contetido protéico para compartimen-
ares, identificados como vacuolos em M.O., devido a sua
. Nao foi identificada a forma¢do de um tonoplasto conti-
do esta regido. As reservas protéicas sao transferidas
s organelas ja citadas, na extremidade oposta da célula,
s vesiculas que realizam o processo de exocitose junto a
, passando para a c€lula seguinte. O orientagao predomi-
slocacdo é auxiliada pela presenca de plasmodesmos nas
ersais, ndo ocorrendo esta estrutura entre as células do
0 endosperma circundante, o que comprova o sentido pre-
da translocagcdo de substancias nutritivas da célula basal
ao embrido.
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ente nesta fase que as diferencas entre esporofito e xe-
tes, destacando o endosperma como geragao de re-
como a futura geracao esporofitica viavel.

ofiledonar

rido se caracteriza pela emergéncia lateral dos primor-
' , evento que marca a transicao do tipo de simetria,
al para bilateral durante o desenvolvimento morfogé-
‘simultaneamente, a diferenciacdo do procambio a partir
neristema fundamental (fig. 82).

do endosperma observa-se grande quantidade de vacu-
esférico com conteuido protéico, demonstrado através
Coomassie Blue. Também sao observados corpusculos
nteudo lipidico, conforme mostra a figura 83. A formacao
s obedece o mesmo padrao descrito para a fase globular
(fig. 84). Na cavidade digestora, observa-se que algu-
ndosperma foram totalmente degradadas (fig. 82).

cordiforme

jesenvolvimento embrionario ocorre o acréscimo de célu-
pro-meristematicos ja existentes, permitindo a visualiza-
porcéo cortical do meristema fundamental, destacada da
formadora do procambio (fig. 85). Na regido proxima ao
) embrido inicia a diferenciacdo do primérdio da coifa (fig.
a conexao via hipofise (fig. 88).

que os cotilédones se desenvolvem, observa-se nas cé-
perma, na regiao micropilar, um acimulo de corpusculos
coloragéo vinacea em reacdo ao corante Azul de Toluidina
. Estes corpusculos, se observados sob microscopia de po-
iam o plano da luz, provocando refringéncia, indicando
serem proteinas que durante esta fase do desenvolvi-
sentam sob forma de cristais organicos. Estas substan-
giram positivamente quando submetidas, tanto ao acido
anto ao acido acético. O teste utilizado para constatar a pre-
issacarideos totais apresentou resultado negativo a estas
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A especializacdo das células do endosperma torna-se mais evi-
dente, ocorrendo nitidas modificagdes morfofisiologicas observaveis nas
- células da regiao micropilar, com modificagao das reservas para possivel
wti.lizag:éo pelo embriao (figs. 89, 91). Observa-se grande quantidade de
vacuolos que reagem intensamente ao Coomassie Blue (fig. 86, 87), in-
dicando sintese e acumulo de grande quantidade de proteinas de re-
- serva. A cavidade digestora ndo mais se localiza somente na regiao ad-
jacente e abaixo dos cotilédones, mas envolve todo o embriao (fig. 85).
As celulas do suspensor também apresenta}n corpusculos vinaceos, em
menor quantidade se comparado com as células do endosperma (figs.
90, 91), ocorrendo um gradiente de intensidade destas substancias, que
se direciona das células mais distais do suspensor, as mais proximas do
embrido.

Em M.E.T., observou-se dois momentos na ontogénese das células
do suspensor, do embrido nesta fase do desenvolvimento. Na primeira
delas (fig. 88) observa-se o maximo de acumulo de reservas lipidicas e
protéicas preenchendo todo o conteudo celular. Os vacuolos protéicos
podem apresentar dimensdes maiores que os nucleos, sendo contorna-
- dos por corpos lipidicos, que também se distribuem por toda a célula.
No citoplasma cortical concentram-se mitocondrias, plastidios com
amido de reserva, enovelados de membrana, dictiossomos e poucas
cisternas de reticulo endoplasmatico. Numa fase mais avangada, as pro-
teinas da célula basal do suspensor apresentam-se cristalizadas (fig.
92), sendo visiveis em M.O. através do sistema de polarizagdo, tendo
sido caracterizadas, anteriormente, como substancias vinaceas. Nas
demais células as reservas lipoprotéicas encontram-se com caracteristi-
cas semelhantes as descritas para o momento ontogenético anterior.
Todas estas células apresentam invaginagbes de parede, caracterizando
' sua funcao tranfusora.

3.6.5 Embrido cordiforme tardio

-0 desenvolvimento observado nesta fase nao ocorre tanto por acréscimo
de células através de divisdes celulares mas, sim, pela sua diferencia-
Céo, expressa através do aumento de volume celular e presenca de sub-
stancias ergasticas.

Os tecidos embrionarios estdo bem estabelecidos como mostra a fi-
ira 93. As substancias vinaceas presentes no endosperma e suspen-
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sor, sao também observadas no embrido, acumuladas na porg¢édo corti-
cal (figs. 93, 94), na cavidade digestora (fig. 94) e em pequena quanti-
dade nos vacuolos das células do endosperma (fig. 95). Em M.E.T o pa-
rénquima cortical em diferenciacido, apresenta células em fase inicial
(fig. 96) e mais avancada (fig. 97) de acimulo de proteinas e uma abun-
dancia de corpos lipidicos distribuidos pelo citoplasma da célula. O
sistema de membranas foi pouco preservado possibilitando apenas a
identificacao de plastidios com amido de reserva e nucleos.

O acumulo dos granulos vinaceos nas células do endosperma
(proteinas), acarreta grande dificuldade de penetracao das substancias
fixadoras e da resina para emblocamento do material, resultando no
rompimento do tecido no momento da seccao (figs 98, 99). Nestas célu-
las, o conteudo de proteinas vinaceas encontra-se sob forma de fila-
mentos, dissolvido ou polimerizado nos vacuolos (fig. 101) ou conden-
sado junto ao tonoplasto (fig. 103, 104), formando corpos protéicos que
dificultam a penetracado destas mesmas substancias. Também foram vi-
sualizadas proteinas cristalizadas, sob forma de espiculas (fig. 102).
Uma das tentativas para solucionar este problema foi a extracado de pro-
teinas conforme descrito no Material e Métodos, porém, apesar das téc-
nicas utilizadas, parte do material protéico permanece no interior das
células do endosperma, mantendo a dificuldade acima descrita (fig.
100).

No material analisado, até o més de janeiro, as células do suspen-
sor apresentam aspecto citologico normal, inclusive com nucleo pre-
sente e funcional (fig. 106). A partir deste periodo, foram observadas al-
gumas modificacoes significativas como a presenca de grandes vacuiolos
contendo proteinas, que apresentam coloragao rosea em reagao ao co-
rante Giemsa (figs. 105, 107). Ao redor destas células, na regiao micro-
pilar, bem como nas células da epiderme interna do tegumento, ocorre a
concentracdao de compostos fenolicos, identificados pela coloracao verde
em reagdo ao corante Azul de Toluidina, quando os embrides estio em
estagio cordiforme e cordiforme tardio. Estas modificagdées indicam o
inicio do processo de Morte Celular Programada - MCP.

As analises do material coletado a partir desta etapa do desenvolvi-
mento, apresentavam caracteristicas morfologicas peculiares ao final do
processo de MCP. A maior parte dos embrides analisados apresentavam
a c€lula basal do suspensor com fragmentacdo do nucleo (fig. 108),
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ondensacao do citoplasma (fig. 109), adensamento protéico (figs. 109,
110) reducéao do volume celular (figs. 111, 112), alteragdo da estrutura
parede celular e presenca de alta concentragao de compostos fenoli-
8, além de vilosidades, proximas a regiao da micropila (figs. 112, 114).
Em M.E.T. a célula basal apresenta um inicio de desorganizacdo de seu
stema de membranas, poucas mitocondrias, vestigios de proteinas de
reserva e auséncia de lipidios. Por outro lado, as células subsequientes
do suspensor apresentam estrutura preservada similar ao suspensor
descrito anteriormente, exceto pela presenca de amiloplastos (fig. 114).

Naquelas células que ja haviam passado pelo processo de apop-
tose, ndo mais foi possivel observar conteudo citoplasmatico (figs. 111,
113) e nao foi possivel documentar esta fase em M.E.T..

Por outro lado, alguns embrides ainda mantém o suspensor com
caracteristicas nao-apoptéticas e os frutos com aspecto maduro. Tendo
em vista os objetivos do trabalho, apés semeadura e extragao periodica
de exemplares para analise, observou-se trés tipos de comportamento
relacionado a presencga ou nao do suspensor:

1. Nos embrides que permaneceram em estagio cordiforme tardio, a
célula basal e a seguinte apresentavam caracteristica de MCP: nu-
cleo ausente ou presenca apenas de cromatina sob forma de massa
amorfa; citoplasma com aspecto coagulado; paredes celulares espes-
sadas. Nestas sementes, o endosperma apresentava grande quanti-
dade de proteinas sob forma de corpusculos vinaceos (figs. 115,
116).

2. Em alguns embrides em estagio cordiforme tardio, ocorreu degrada-
cao de paredes, tanto da célula mais distal do suspensor, em contato
com embrido, como das células da coifa, ocasionando a interrupgao
da conexao entre embrido e suspensor (figs. 117, 118).

Embriées que mantiveram o suspensor, completaram seu desen-
volvimento em aproximadamente quinze dias, passando a fase de tor-
pedo da embriogénese e consequiente germinacao (figs. 119, 120).

3.5.6. Embrido torpedo

Os embrides em estagio de torpedo, decorridos oito meses do plantio,
pouco antes da germinacgao, apresentavam suspensor com cerca de sete
células, vivas, sem caracteristicas citologicas de MCP, com a célula ba-
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nvolta ou nio por substancias coradas de esverdeado (compostos
icos) e nucleo ativo, intacto ou com cromatina adensada (figs. 121,
). Nesta fase, os tecidos meristematicos tais como protoderme, me-

ema fundamental e procambio sdo evidentes, sendo que entre o sus-
msor e o centro quiescente, abaixo da protoderme, houve desenvolvi-

s do endosperma néao apresentavam corpusculos vinaceos como
cia de reserva, apenas vacuolos contendo proteina amorfa (fig.
Mesmo nos embrides onde ja ocorreu a emergéncia da radicula,

ervou-se que o endosperma permanecia com suas células vivas, nao
ndo sido degradado.

Além deste tipo de embrido, também foram observados embrides
m estagio cordiforme e cordiforme tardio com os mesmos sinais mor-
cos descritos anteriormente que caracterizaram o processo apopto-
, sendo provavelmente esta a justificativa para o comportamento ci-

tlico da germinacao desta espécie.
|

As etapas da embriogénese final estdo sumariadas nas figuras
j-o concluindo todo o ciclo embriogénico da Ilex paraguariensis.
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4.1 CiCLO REPRODUTIVO EM ILEX PARAGUARIENSIS ST. HIL.

Segundo Cocucci (1986) o ciclo biologico das Angiospermas é conside-
rado um dos mais complexos entre os seres vivos pois nele observa-se a
existéncia de trés geragoes. Uma sexuada que produz gametas (gameto-
fitica), uma assexuada que forma esporos (esporofitica) e uma geracgéo
auxiliar que néo forma estruturas reprodutivas proprias (xenofitica). O
diagrama da figura 3 procura ilustrar de maneira sucinta estas etapas,
caracterizando temporalmente as fases do desenvolvimento de um ar-
vore ginosporangiada, a formac¢ao e desenvolvimento do gametofito fe-
minino, e, a maturacao das estruturas carpelares e do rudimento semi-
nal na formacdo da unidade de dispersao fruto/semente de llex para-
guariensis. Somente foram detalhadas, fases do ciclo reprodutivo consi-
deradas mais representativas para o objetivo proposto neste trabalho,
sendo o esquema 1util também para a identificagao de fases importantes
- para estudos de melhoramento genético, cultura de tecidos, cultivo e
outros.

4.2 CARACTERIZACAO DA FLOR PISTILADA EM ANTESE E FRUTO

Copeland (1963) se refere ao género Ilex como possuindo flores com ni-
vel primitivo de desenvolvimento, pois sao actinomorfas, perianto e es-
tames hip6ginos, e, verticilos florais de namero fixo. Neste contexto, llex
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pertencer a subdivisdes primitivas, pelo fato de cada carpelo
ossuir suprimento vascular individual, sendo que a vascularizagao se
desenvolve do funiculo em direcao ao tegumento (Mauritzon, 1936; Ma-
riath et al., 1995; Ayub et al., 1992). Mauritzon (loc.cit.) se refere ao ru-
dimento seminal como sendo unitégmico em Ilex, por concrescimento
dos tegumentos, sendo esta uma caracteristica considerada mais evo-
luida e segundo Cronquist (1988) de origem independente. Esta tendén-
cia evolutiva, relacionada ao desenvolvimento ontogenético, esta ampla-
mente de acordo com os modelo de evolucao propostos na atualidade
(Bouman, 1984; Cronquist, 1988).

Os estaminodios que ocorrem nestas flores, foram considerados
- por Schoenberg & Dinouti (1989) como expansodes petaldides ou esta-
mes modificados em um pétalo, o que nao corresponde ao observado.
Greenberg (1996) descreveu o aborto de estames, em flores unissexuais,
através do processo de Morte Celular Programada. Este processo pode-
ria condicionar a forma rudimentar desta estrutura ao longo do seu
desenvolvimento, porém nao comprovada histologicamente para a espé-

cie em questao.

O estigma de uma planta didica € extremamente importante para
garantir a fixacao do grao de polen que esta sendo transportado pelo
agente polinizador. Segundo Heslop-Harrison & Shivanna (1997), o es-
tigma de Illex paraguariensis seria classificado como sendo umido
quanto ao aspecto geral. Investigacoes recentes (Heslop-Harrison, 1981)
revelaram uma importancia taxonomica e filogenética levando em con-
sideracao aspectos morfologicos e fisiologicos. Quanto a morfologia, as
superficies estigmaticas devem ser avaliadas quanto a disposi¢do das
ceélulas da superficie receptora e caracteristica das papilas. Em llex
paraguariensis, um estigma séssil, tetralobado avang¢a marginalmente,
aproximando-se da borda do ovario, a semelhanca do descrito por
Edwin & Reitz (1967). As células papilosas do estigma se conectam di-
retamente ao tecido transmissor, tecido este diferenciado apés a matu-
racio e concrescéncia dos carpelos. A presenca deste tecido transmissor
também foi evidenciada em llex opaca (Barret, 1962).

Apbos a polinizagao, predominantemente entomofila (melitofilia e
miofilia — segundo Ayub, comunicag¢ao pessoal), com alto percentual de
individuos fecundados, parece haver um estimulo para que as células
do estigma e do tecido transmissor produzam secregdo de enzimas ou
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‘mucilagem que provoca um afastamento das células através da hidrata-

tdo da lamela média e posterior lise. Tal processo facilita e orienta a

passagem do tubo polinico, conduzindo-o desta maneira, via apoplasto,

até o rudimento seminal, para que ocorra a fecundacao. Wang et al.

(1996) sugere que possa ocorrer Morte Celular Programada no tecido

transmissor, através do qual o tubo polinico ira se desenvolver. Se-

gundo este autor, este processo de dissolucdo pode ocorrer por estimu-

los quimicos, de substancias produzidas no momento da polinizagao.

Havendo compatibilidade entre podlen e estigma, ocorre formacgao de
substancias que irdo atuar neste tecido, facilitando a penetracgdo e ori-
entacao do tubo polinico. Este processo € seletivo, pois o tecido que cir-
cunda o tecido transmissor, no pistilo, permanece intacto. A morte
destas células parece estar relacionada com o crescimento do tubo poli-
nico, uma vez que polen incompativel (que inicia a germinacido mas cujo
tubo polinico ndo se desenvolve) nao provoca morte celular. O etileno
esta envolvido em parte deste processo de morte celular pois o bloqueio
dos etileno-receptores faz com que o tecido transmissor sofra parte do
processo de MCP. Uma das possibilidades € a de que o tecido transmis-
sor que esta sofrendo MCP sirva de nutri¢do ao tubo polinico em desen-
volvimento. Segundo Herrero (1992) a Morte Celular Programada tam-
bém € importante para a acomodagéo fisica do tubo polinico em desen-
volvimento e protecdo contra a acdo de patégenos. Em llex
paraguariensis nao foram observadas modificacdes nas células do tecido
transmissor, que caracterizassem a Morte Celular Programada.

A secrecao das papilas e do tecido transmissor extravasa, locali-
zando-se na margem do estigma, zona onde o pdlen permanece retido
para a germinacao. Este comportamento nao foi ainda descrito para

qualquer espécie do género.

Partindo do estigma, em direcédo aos loculos do ovario, observa-se o
tecido transmissor convergindo em dire¢cao ao compito, também deno-
minado de atrio por Schoenberg & Dinouti (1989), regido caracteristica
de ovarios eussincarpicos, que propicia a chegada de tubos polinicos em
cada um dos léculos a partir de um tnico evento de polinizacao (Denffer
et al.1976)

Segundo Van Vent & Willemse (1984), o estigma pode fornecer nu-
trientes ao pélen e diretamente ao tubo polinico para seu desenvolvi-
mento, como também estar envolvido na regulacao do metabolismo da
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flor. Tanto a superficie do pélen quanto do estigma estdo envolvidos no
reconhecimento e recepgao de sinais através da interacdo de polipepti-
deos e lipoproteinas.

Bouman (1984) cita que em algumas espécies vegetais, para que o
tubo polinico transponha a placenta e alcance a micrépila, existem es-
truturas especializadas tais como obturador e papilas, que servem para
orientar o tubo polinico e facilitar sua entrada através da microépila.
Este mesmo autor, caracteriza os diferentes tipos de obturadores, con-
forme sua posicdo, em: obturadores funiculares, em rudimentos semi-
nais com funiculo bem desenvolvido, e, obturadores que derivam da
placenta ou da combinacdo da placenta e funiculo, em rudimentos se-
minais sésseis. A espécie em questao se enquadra no primeiro tipo ci-
tado, conforme ja descrito em Mariath et al. (1995).

O endotélio, caracterizado em Ilex paraguariensis, é referido por
Fahn (1989), como tapete tegumentario, sendo que em algumas espé-
cies, ocorrem casos de poliploidia devido a binucleacdo ou multinuclea-
¢do, 0 que nao ocorre na espécie em estudo. Ja Herr (1961) caracteriza
0 género como possuindo esta camada de células com parede celular e
nucleos mais corados e, ocasionalmente, binucleadas. Foi constatada a
presenca de tanino em células da epiderme interna e externa do tegu-
mento em llex aquifolium (Copeland, 1963), a semelhanca do que foi en-
contrado em Ilex paraguariensis através da coloracao esverdeada do
conteido de compostos fendlicos das células desta camada, em reagéo
ao corante padrao, porém néao foram utilizados testes histoquimicos es-
pecificos para este tipo de composto.

Edwin & Reitz (1967) classificam o fruto desta espécie como sendo
uma baga-drupa. Diapp (1984), o classifica como nuculanidio, base-
ando-se na classificacao de Hertel (1954). Neste trabalho adotamos a
classificacdo de Spjut (1994) que o denomina como drupa (sinonimia
nuculaneo), descrevendo os frutos com pericarpo carnoso, com uma a
cinco sementes (pirenos). Esta classificagao € a que melhor caracteriza o
fruto desta espécie, além de ser a referéncia mais atual sobre a tipologia
dos frutos.

Durante a formacao do pireno a lignificagdo das células do endo-
carpo de llex paraguariensis ja foi descrita por Mariath et al. (1995),
analisando a ontogénese do fruto. Estes autores demonstram que em
fases iniciais de desenvolvimento, ocorre a formacao de fibras pectoce-
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lulésicas revestindo o endocarpo que também envolvem os feixes vas-

culares e que no fruto maduro estas se tornam lignificadas dando a
consisténcia rigida a esta camada, envolvendo totalmente a semente.
Apesar desta lignificacdo foi constatada a manutencao de um orificio
nao-lignificado na regido micropilar, permitindo que a semente mante-
nha trocas, tanto gasosas como de agua e nutrientes, com o meio. Esta
camada foi considerada, como motivo da dorméncia encontrada nestas
sementes (Reitz et al.,, 1983). Porém, a possibilidade de interacao da
semente com o meio externo, apesar da presenca de uma camada de
c€lulas lignificadas sobre a regiao micropilar, enfraquece a hipotese so-
bre a dorméncia ou quiescéncia imposta por estruturas carpelares.

4.3 ETAPAS DO PROCESSO DA FECUNDAGAO

No ciclo de vida das plantas, a fecundagéo €, invariavelmente, associada
a reproducao sexual, representando trocas genéticas que dao inicio a
fase diploides ou esporofitica do desenvolvimento (Raghavan, 1997).

Entre o século XIX e comecgo do presente, foram caracterizados os
fenémenos fundamentais da fecunda¢ao em Angiospermas, com o esta-
belecimento da duplafecundacao, sendo este um passo importante que
serviu de base aos estudos realizados até a atualidade (Jensen, 1998).
Estudos recentes mostram que este nao € um processo exclusivo das
Angiospermas, tendo sido constatado também em Ephedra e Gnetum,
porém, originando como produto final, além do zigoto, resultado da
primeira fecundacao, um zigoto supranumerario, resultado da segunda
fecundacgédo, sem a formacao de endosperma, como nas Angiospermas
(Friedman, 1998). Este fendmeno engloba desde a polinizagdo, o aco-
plamento, a copula, a descarga dos gametas € a singamia (Cocucci,
1995). Em Ilex paraguariensis, as diferentes fases identificadas, que
compde este processo, serao discutidas a seguir.

4.3.1 Germinag¢do do andréfito e passagem do tubo polinico
através do tecido transmissor

O estigma, em Angiospermas, € uma estrutura eficiente com adaptagoes
morfologicas e fisiolégicas que permitem a captura, hidratacao e germi-
nacao do polen. A superficie estigmatica pode desempenhar funcao vi-
tal, no controle da hibridizagao interespecifica e na regulacao da com-
patibilidade entre espécies (Heslop-Harrison, 1992).
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A superficie estigmatica de llex paraguariensis, apresenta abun-
dante secrecao. O exudado estigmatico proporciona um meio adequado
a a germinacdo do pélen cuja composigido € agua e nutrientes
Linskens (1969). Se trata de um meio complexo, que contém glicidios e
substancias protéicas, algumas das quais atuam como estimulantes e
‘putras como inibidoras da germinacao do androfito (Cocucci, 1981). Isto
faz com que ocorra a hidratagao do andréfito e germinacdo do mesmo se
houver compatibilidade. Dumas et al. (1984), citam que a superficie es-
tigmatica parece regular a relacdo de hidratacdo entre estigma e poélen,
sendo que a chegada de poélen no estigma desencadeia uma série de in-
teracoes mutuas para uma polinizagao efetiva. Ja Maheshwari (1950),
contrapondo o citado pelos autores anteriores, coloca que apesar do es-
- tigma ter supostamente uma fungdo importante na germinacgao do grao
de polen, em algumas plantas esta germinacdo pode ser induzida em
uma solucdo agucarada na dosagem adequada. A germinacao de graos
de polen de Ilex paraguariensis pode ocorrer também in vitro (Santos,
1995), porém a interacdo grao de poélen-estigma certamente ativa a pro-
ducdo de substancias que fazem com que haja a hidrata¢ao e dissolu-
¢ao da lamela média das papilas estigmaticas e do tecido transmissor,
ou ative a secrecao de substancias que, antes da polinizacdo, nao ocor-
reriam, permitindo o deslocamento do tubo polinico através deste te-
cido.

Cocucci & Di Fulvio (1969) sugerem que existem pontos-chave no
desenvolvimento do tubo polinico no estigma, passando através do te-
cido transmissor, alcangcando o rudimento seminal e ginofito que sao
controlados por uma variedade de estimulos, dependendo do local e
tempo. Um destes estimulos é o Calcio, sob forma de gradiente direcio-
nando ou promovendo a elongacdo do tubo polinico (Ilarslan et al,
1997; McAnish & Hetherington, 1998) ou presente nas sinérgides
(Darslan et al.,1997; Kapil & Bhatnagar, 1981). Segundo Ilarslan et al
(1997), o oxalato de calcio é um produto onde os ions de Ca*? sao pro-
venientes da absorcao de sais e agua do solo e os derivados de oxalato
(acido oxalico) sdo produtos do metabolismo vegetal, sendo que sua pre-
senca pode ser benéfica em uma ou mais fases do ciclo de vida da
planta ou pode ser a fonte de indug¢do da MCP do suspensor e tecido
transmissor, uma vez que desencadeia este processo ativando a sintese
de endonucleases. A degradacgdo do oxalato é regulada pelo desenvolvi-
mento € tem papel importante, tanto na parte bioquimica da parede
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elular como na remodelagem de tecidos. Como resultado da degrada-
do oxalato, ocorre liberacdo de Ca*? e H202, sendo que estes podem
desencadear fatores importantes na transducio de sinais para as plan-
tas. Em llex paraguariensis observou-se a presencga de oxalato de calcio
sob forma de drusas, em tecido carpelar, na regiao abaixo do estigma,
principalmente acompanhando o tecido de condugao. Estas evidéncias
ﬁugerem que o calcio seja necessario para processos que ocorrem nesta
fase da fecundacéo, sendo o excesso depositado sob forma de cristais.

Este processo permite a penetragdo de um ou varios tubos polini-
cos, como o encontrado em llex paraguariensis, confirmando os dados
obtidos por Herr (1961). Durante seu percurso, a unidade generativa
‘masculina descrita por Santos (1995), altera sua morfologia basica, nao
perdendo o carater associativo, garantindo assim o transporte simulta-

neo da carga genética masculina.
4.3.2. Singamia

0 processo de fecundacao é um processo chave no estabelecimento de
sementes nas Angiospermas (Knox & Singh,1987). Entretanto, profun-
das modificacoes estruturais ocorrem devido a descarga do tubo poli-
nico € degeneracao de uma das sinérgides (Cocucci & Di Fulvio, 1969),
bem como modificacbes na organizagiao e interagdo de material, tanto
do gameta masculino como feminino (Johri, 1984) que resultam em
drasticas modificagbes nas propriedades de coloragdo do citoplasma
destas células, tornando-se assim dificil a interpretacido desta fase
quando analisada sob microscopia optica. Cocucci (1981) cita que nas
diferentes formas de produzir a descarga do tubo polinico, as conse-
gliéncias sao as mesmas, no que se refere as modificagcoes que sofrem o
protoplasma do tubo e sinérgide penetrada, ocorrendo uma desorgani-
zacdo de todo o sistema de membranas de maneira que nao se obser-
vam os limites das distintas organelas celulares. Barret (1962), anali-
sando llex opaca durante a fecundacio, se refere a analise da fusao dos
gametas como sendo dificil devido a intensa coloragao assumida pela
degradacao das sinérgides e expulsao do conteuido do tubo polinico, o
que ocorreu de modo similar em llex paraguariensis no presente traba-
lho. Este mesmo autor, apesar das dificuldades, caracterizou o nucleo
dos gametas masculinos como sendo elipsoidais antes da fusao e esféri-
cos logo apoés a fusao, confirmando nossas observagoes.
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~ Dumas et al. (1984) propuseram o termo unidade generativa femi-
na para designar o aparelho oosférico e célula média, caracterizada
gla auséncia de parede celular na zona de contato com os gametas
ulinos. Apesar deste termo ser apropriado para caracterizar este
tonjunto de c€lulas, ndo o utilizamos por considerarmos este um sis-
ema estatico e ndo movel como o considerado para a unidade genera-
va masculina.

A fase de acoplamento do tubo polinico ocorre na porcao micropilar
lo aparelho oosférico porém sem formacao do tubo copulador. Aparen-
femente, o tubo polinico aproxima-se do aparelho oosférico e se rompe
a0 simples contato com as extremidades de suas células. A descarga do
conteudo do tubo polinico ocorre lateralmente sem penetracdao em qual-
quer das sinérgides, evidenciado pela manutencao do aspecto citologico
fiifltacto de suas células. Estas células, em llex paraguariensis, possuem
espessamento representativo de pectina em seu polo micropilar, for-
mando o aparelho fibrilar. Esta pectina se hidrata e intumesce durante
0 processo da fecundagédo, provavelmente apenas orientando o tubo po-
linico. Este tipo de comportamento € similar ao aparelho fibrilar ou mo-
dificacoes similares em paredes celulares de Angiospermas desprovidas
de sinérgides, onde a parede da oosfera diferencia um aparelho fibrilar
com fungao de atrair o tubo polinico ao gindéfito (Russel, 1992).

Jensen (1972) caracteriza o aparelho fibrilar como sendo uma es-
trutura particularmente importante do ponto de vista da penetragao do
tubo em uma das sinérgides, sendo que necessariamente, para penetrar
no ginofito, o tubo polinico deve penetrar no aparelho fibrilar. Segundo
Johri (1984) as sinérgides sintetizam substancias quimiotréopicas que
sdo secretadas para o interior do aparelho fibrilar e a partir dai, sao
exteriorizadas através da micropila.

Van Went (1992) sugere que o aparelho fibrilar desempenha um
papel importante na interagao entre gameta masculino e feminino, per-
mitindo a penetracdo do tubo polinico através de forcas mecanicas re-
sultantes da composicao especifica e propriedades fisiologicas desta es-
trutura. Outra possibilidade é a de que o tubo polinico secrete enzimas
que transformem o aparelho fibrilar em uma regiao que atraia o tubo
polinico. E conhecido que tubos polinicos que estdo se desenvolvendo
no tecido transmissor (estilete), produzam e secretem enzimas, como
pectinases, capazes de degradar substancias intercelulares do tecido
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smissor. Tais caracteristicas histologicas citadas pelo autor foram
ervadas na espécie em estudo, pois o percurso do tubo polinico, do
até atingir o ginéfito, se da via apoplasto. Cocucci (1981) se re-
aparelho fibrilar como uma estrutura especializada para a re-
do tubo polinico, onde ocorrem complicados processos enzimati-
, relacionados ao tubo copulador que atravessara o aparelho fibrilar,
pmomento da descarga dos gametas.

Por outro lado, Barret (1962), em llex opaca, constata que as sinér-
des estdo em estagio inicial de degradacédo antes da fecundagao, por-
anto sem participagao do aparelho fibrilar neste processo.

Maheshwari (1950) menciona que a penetragcao do tubo polinico
pode ocorre entre as sinérgides ou entre uma sinérgide e a oosfera. Em
bos os casos as sinérgides sdo consideradas nao-penetradas e o tubo
nico € descarregado no ginodfito. Um terceiro caso € a penetragao e
arga do tubo polinico em uma das sinérgides. Além destes trés pa-
oes, Kapil e Bhatnagar (1975) ainda caracterizam a penetracao entre
a oosfera e sinérgides, entre a parede do ginéfito e uma ou ambas as si-
nérgides, e, entrada direta no citoplasma da sinérgide ja degenerada.
ais comumente, ocorre a degradacao de uma sinérgide sendo que o
estimulo para que isto ocorra ainda nao é bem conhecido. A degradacao
da sinérgide pode ocorrer antes da polinizacdo como em algoddo ou
apos este evento, momentos antes da fecundagao, como em cevada
(Jensen, 1972).

i} Apo6s a descarga do tubo polinico, foi possivel observar a fusao de
- um gameta masculino com a ocosfera e o outro gameta com a célula mé-
dia, através da presenca de dois nucléolos envoltos por uma sé cario-
teca, em cada uma das cé€lulas, pois estes se fundem posteriormente.
Segundo Gerassimova (1933) a presenga de dois nucléolos torna possi-
vel distinguir uma oosfera fecundada de uma nao-fecundada, pois a
cromatina do gameta masculino torna-se indistinta da cromatina da
oosfera logo apds a cariogamia, mas néo o seu nucléolo, que antes de se
fusionar aumenta em tamanho, tornando-se claramente visivel. A fase
perceptivel da fecundagao se encerra exatamente no momento da fusao
dos dois nucléolos. O mesmo autor menciona que embora a fecundacao
sempre se inicie primeiro no nucleo da oosfera, a fase de fusao completa
dos nucleos €, freqiientemente, simultanea ou algumas vezes se com-
pleta antes no nucleo do endosperma. A célula média constitui-se no
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¢gundo gameta feminino, sendo que a fusdo deste com o gameta mas-
ilino originara um zigoto 3n, conhecido como célula endospermogené-
iea que formara, mais tarde, uma geracdo auxiliar, o xenoéfito ou en-
a (Cocucci, 1981).

0 resultado do processo da fecundacdo acarreta modificacbes, nao
apenas no ginoéfito, como acima discutido, mas também no rudimento
al, através da lignificacao de células do tegumento, formando um
‘eapuz micropilar” também descrito por Herr (1961), para duas das seis
spécies estudadas do género Ilex. Este mesmo autor, refere casos raros
de lignificacao de células ao redor de todo o rudimento seminal, como
gvenfualmente foi constatado em llex paraguariensis. Além disso, tam-
‘ bém menciona a presenga de drusas na regido micropilar e lateral, ad-
' jacentes ao endosperma, da mesma forma identificada na espécie em
estudo. A funcao da especializacao nas paredes desta regido, nao foi
discutida pelo autor, mas aparentemente atua como uma barreira me-
canica de protecdao do embriao e endosperma

44 ENDOSPERMOGENESE

0 endosperma € considerado um embrido de uma geracdo auxiliar ou
xenofito. Esta geragdo € caracteristica das Angiospermas, ndo forma
estruturas reprodutoras préprias, nem se conecta diretamente com a
alternancia de geracgoes, servindo apenas de sustento ao embrido em
(Cocucci & Mariath, 1995).

Ontogénicamente, o inicio da formac¢ado do endosperma ocorre apos
a fecundacgao do sincario-pro-endospérmico (nucleo secundario da cé-
lula média) por um dos gameta masculino, durante o processo da dupla
fecundacdo. Apos este fendmeno, tém inicio as divisées do nucleo en-
dospermogenético (zigosincario-pré-endospérmico). Segundo Raghavan
(1997), os padrdes de divisdo desta célula servem de base para a classi-
ficacdo do endosperma em trés tipos basicos: nuclear, celular e helobial.
Com base nesta classificagdo, concluimos que o endosperma da espécie
em estudo é do tipo celular. A orientacdo e disposi¢do das células do
endosperma, durante a divisdo, na fase inicial da endospermogénese,
constitui importante carater taxondmico. Através do estudo ontogeneé-
ico do endosperma de llex paraguariensis este foi classificado como
sendo do megatipo celular, tipo isopolar, subtipo translongitudinal, se-
undo o sistema EODP (Di Fulvio, 1985). Herr (1961) cita que os mem-
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bros da Ordem Celastrales possuem formacédo do endosperma do tipo
iuclear, sendo que considera llex um tipo em transicio entre nuciear e
celular pois, freqlientemente, ocorre um lapso de tempo entre a mitose e
a citocinese durante as fases iniciais de desenvolvimento. Mauritzon
{1936) e Davis (1966) citam, para a familia Aquifoliaceae, a formacao de

endosperma do tipo celular ab initio.

Os padroes observados nas divisoes iniciais da endospermogénese,
da espécie em estudo, foram comparados a estudos realizados por Herr
(1961) em seis espécies do subgénero Euilex e Prinos que representam o
género. Estas apresentam variagboes no desenvolvimento do endos-
perma, em fases iniciais, quanto ao padrao de orientacao nos planos de
divisdo e formacao das paredes celulares. Apos as primeiras divisoes,
formam-se trés compartimentagdes que servem de referéncia para a
classificacdo e sao consideradas padrio. A principal variagio foi obser-
vada em Ilex opaca, por Barret (1962), na qual somente dois comparti-
mentos sao formados antes da divisdo vertical, o que pode reduzir o
comprimento total do tecido endospérmico. Schtirhoff (1921) relata para
llex aquifolium a formacgdo de quatro compartimentos antes da divisdo
longitudinal a semelhanca do observado em Ilex verticillata, inferindo
que o compartimento micropilar deve ter se formado subsequiientemente
a divisao vertical do compartimento calazal com deslocamento do nu-
celo durante a formacgdo do endosperma. Estes estudos comparativos,
nos levaram a concluir que durante a endospermogénese inicial, llex
paraguariensis segue o padrao descrito para o género ou seja, a forma-
cdo de trés compartimentos em sequiéncia linear. Apesar das diferencas
iniciais do desenvolvimento, em fases mais avancgadas todas as espécies
ja analisadas apresentam grande similaridade na estrutura deste te-

cido.

Schiirhoff (1921), afirma para o género Ilex, que as antipodas nao
sdo0 mais observaveis quando o endosperma apresenta 4 células. Estas
degeneram sem deixar vestigios. As mesmas caracteristicas observadas
pelos dois autores acima mencionados foram observadas na espécie em

estudo.

Herr (1961) analisando o género llex e Chamberlin & Horner (1993)
em soja, observaram que o endosperma atinge avancado estagio de des-
envolvimento antes das fases iniciais da embriogénese do zigoto. O
mesmo conclui Raghavan (1997), o qual se refere genericamente a divi-
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4 do nucleo do endosperma primario como precedendo a do zigoto,
racterizando este comportamento como uma permuta no balanco de
ympeticio dos genomas, como no caso de Triticum aestivum, onde
orre uma grande diferenca em relagao a atividade mitética, sendo que
1 plantas mantidas a 20°C, o nucleo primario do endosperma iniciou
ja divisdo 6 horas apoés a polinizagéo, enquanto que o zigoto sé se di-
diu apés 22 horas. Em Ilex paraguariensis esta diferenca é muito
icentuada, o zigoto sO inicia divisao apos o endosperma possuir mais de
ulas. Em principio, este comportamento caracterizaria uma dor-
icia, porém, considerando o endosperma como um tecido de reserva,
finalidade é a de nutrir o embrido, esta diferenca observada so-
mente tornaria mais evidente sua funcao, havendo a necessidade de um
periodo maior para que este tecido xenofitico se modifique estrutural-
mente para cumprir seu papel. A diferenciacao destas células é direcio-
nada no sentido de produzir reservas, sendo considerado por Raghavan
(1997) um tecido simples e amorfo, com a preseng¢a de pequeno numero

de células diferenciadas.

A presenca de uma coluna hipostatica nas fases iniciais da endos-
permogénese em llex paraguariensis também foi comprovada por Niklas
* (1987) e para a familia Aquifoliaceae por Davis (1966). Barret (1962)
cita, para llex opaca, a presenca de hipostase bem desenvolvida, que é
digerida e consumida durante o desenvolvimento do endosperma.
- Copeland (1963), refere-se a hipostase em llex aquifolium e I cornuta
como um corpo globular com células de paredes espessadas que se dife-
rencia na regido calazal, com funcdo discutivel. Kapil & Bhatnagar
(1981), sugerem que a hipdstase seja resultado da compressdo das cé-
lulas do nucelo ou um centro ativo de nutrigdo do endosperma em for-
macdo. Segundo o observado em Illex paraguariensis este tecido atua
ativamente no fornecimento de nutrientes aos embrides, ndo constitu-
indo-se uma barreira morfologica ao avango do endosperma. A medida
em que as c€lulas do endosperma se dividem, as que se localizam na
regiao calazal se especializam, demonstrando a participagdo ativa na
funcao de translocacéo.

Outro componente importante que deve ser considerado, durante o
desenvolvimento do endosperma/embrido, é a presenc¢a de uma camada
densamente osmiofilica, depositada entre a parede interna do tegu-
mento € o endosperma, porém ausente na regiao micropilar e calazal do
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icelo, sendo resistente a agao de celulases e pectinases. Esta camada
tonstitui-se uma cuticula que foi observada por Jensen (1972), Otegui
etal (1998) em Muyrsine laetevirens, sem discutir a provavel funcdo da
mesma, e, por Chamberlin & Horner (1993), em soja, na interface entre
ggumento e nucelo. Estes autores sugerem um tipo bipolar de fluxo de
nutrientes nestas fases iniciais do desenvolvimento embrionario, moti-
‘vadas pela barreira imposta por esta camada, similar a cuticula, na in-
terface entre o tegumento interno e saco embrionario, até a fase de em-
brido globular, quando esta é degenerada. Desta forma, segundo esta
interpretacao, haveria o condicionamento da entrada de nutrientes ape-
nas através do polo micropilar e calazal, havendo isolamento das por-
¢oes laterais do endosperma/embrido. No caso de erva-mate, esta ca-
mada se mantém até, pelo menos, embrido cordiforme.

Em fases mais avancadas da endospermogénese (mais de oito cé-
lulas), o nimero de divisées celulares € maior na regido micropilar e
calazal do que na porcao central, resultando assim, endosperma com
~ trés tipos distintos de células posicionadas nas regioes acima citadas.
- Barret (1962) descreve para llex opaca esta mesma caracterizagdo do

endosperma em trés distintas zonas, apos este tecido ter se tornado

~ multicelular. Modificagées citologicas deste tecido foram observadas em
erva-mate quando o embrido encontra-se em estagio globular a piri-
forme. Nesta fase, ndo mais se distinguem as trés zonas com caracte-
risticas morfocitologicas distintas. O inicio da especializacao deste te-
cido é observado através de novas divisoes na regidao mediana, vacuola-
¢ao das células e sintese de substancias de reserva.

Hu & Ferreira (1989), analisando o endosperma de frutos imaturos
de varias espécies de Ilex, observaram que as células deste tecido eram
transparentes (translucidas) e ricas em um fluido aquoso no periodo
antes do embriao atingir o estagio cordiforme. A maior parte das sub-
stancias de reserva, no endosperma maduro, aparentemente, acumu-
lam durante o estagio de cordiforme inicial do embrido. O endosperma
se torna opaco e contendo lipidios quando o embriao atinge o estagio de
cordiforme intermediario. As caracteristicas histologicas observadas por
estes autores, corroboram o observado em llex paraguariensis, onde a
especializacdo das células do endosperma, no sentido de sintetizar e
armazenar as substancias de reserva, ocorre exatamente nesta fase. Em
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979, Hu et al., descrevem para espécies do género Ilex a presenca de
as lipoprotéicas no embriao.

Heuser (1990), analisando Ilex paraguariensis, menciona que a
maior quantidade de substancias de reserva das sementes encontra-se
no endosperma, sendo estas de natureza lipoprotéica durante a embrio-
génese tardia e que, somente durante a embriogénese inicial, sao obser-
vados polissacarideos do tipo amido.

44.1 Tipologia das reservas e organelas associadas

44.1.1 Proteinas

Guillermond (1908) lancga a teoria de que os corpos protéicos sao origi-
' nados no vacuolo central da célula, sendo confirmado posteriormente
' por varios autores, tanto por evidéncias diretas quanto indiretas.

Rost (1971, 1972) descreve os corpos protéicos como organelas de
reserva, de membrana simples, classificando as proteinas das Angios-
permas em trés grupos, de acordo com o tipo de subunidades presentes
1nos corpos protéicos, a saber, Tipo 1- corpos protéicos sem inclusoes;
Tipo 2- corpos protéicos com subunidade globéide e Tipo 3- corpos
protéicos com subunidades globédides e cristaléides. Em Ilex paraguari-
ensis foram observadas proteinas do Tipo 1, apresentando uma matriz
que variava morfologicamente dependendo o estagio de degradacao e do
Tipo 2, que aparentavam ter subunidades, sem caracterizacdo da com-
posicao deste contetudo (apenas adensamentos protéicos).

Ashton (1976) afirma que as proteinas de reserva na maioria das
sementes ocorre em distintas organelas, que sdo comumente chamadas
de corpos protéicos. Outros termos como granulos protéicos, vacuolos
protéicos, corpos de aleurona, vacuolos de aleurona ou graos de aleu-
rona, sdo freqlientemente usados. Sdo encontrados tanto em tecido ha-
pléide, dipléide como tripléide. Corpos protéicos sao organelas esféricas
ou ovais que contém proteinas de reserva e outras substancias unidas
por uma membrana simples, dificil de ser identificada em fotomicrogra-
fias. Segundo estes autores estudos ultraestruturais mostram que nem
todas as proteinas se assemelham, variando quanto a estrutura interna
e dimensdes. Os corpos mais simples tem matriz de forma granular ou
homogénea, sem subunidades, enquanto que os mais altamente estru-
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lurados apresentam uma ou mais subunidades embebidas em uma
‘matriz protéica finamente granulada.

Vijayaraghavan & Prabhakar (1984) referem-se as proteinas de re-
serva como sendo amplamente acumuladas no endosperma durante a
formacdo da semente e que a sintese destas proteinas ocorre no RER e
acumuladas em organelas especializadas das células, os corpos protéi-
cos. Estes sdo envoltos por uma membrana simples e contém uma ma-
friz na qual encontram-se inclusées apenas do tipo globdide, globdide e
cristaloide ou amorfa. Estes corpos protéicos sdo formados através de
diversos mecanismos que envolvem a participacdo do RER, vacuolos e
dictiossosmos, sendo constituidos de proteinas de reserva e fitina.

Alvarez & Guerra (1985) citam que podem ser observados trés tipos
de corpos protéicos em sementes de lentilha (Lens culinaris): o primeiro
com material uniforme, o segundo com material coagulado e semi-coa-
gulado e o terceiro com inclusdes que podem ser globodides eletro-trans-
parentes, acrescentando que existem corpos protéicos com diferencas
estruturais ou de composicao.

Owens et al. (1992), citam que os corpos proté€icos no embriao e
megagametofito de Pseudotsuga menziesii, apresentam uma matriz in-
terna heterogénea, com porcdes eletrodensas, floculadas e cavidades
globulares.

Quanto ao tipo de proteinas, Mohr & Schopfer (1995) referem-se a
um grupo especial de proteinas denominado proteinas de armazena-
mento ou reserva que sdo codificadas no nucleo, sintetizadas em polis-
somos agregados ao Reticulo Endoplasmatico e secretadas no lume do
RE e transportadas via aparelho de Golgi. Estas proteinas nao possuem
atividade enzimatica ou funcédo estrutural, mas sdo utilizadas exclusi-
vamente para o armazenamento de aminoacidos no endosperma ou te-
cidos funcionalmente relacionados. A sintese ocorre em determinados
estagios da ontogénese, ativada pela sintese massiva de RNAs mensa-
geiros, especialmente durante a maturagéo da semente, como ocorre em
llex paraguariensis. As proteinas de armazenamento em vegetais superi-
ores consiste de uma mistura de diferentes polipeptidios que normal-
mente sao combinados em complexos de alto peso molecular.

Bewley (1997) afirma que a sintese de proteinas de reserva, sua
transformacédo em corpos protéicos em uma conformacao que seja com-
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petente para translocacgao e finalmente seu transporte ao sitio onde sera
acumulada, ocorrem de maneira muito complexa sendo que mesmo nos
sistemas mais bem estudados, algumas incertezas permanecem a res-
peito do processo.

Raghavan (1997), quanto a origem, cita que as proteinas de reserva
séo sintetizadas e depositadas em vacuolos sob forma de corpos protéi-
cos, sendo bem evidente o acimulo de proteinas pouco depois do en-
dosperma se tornar celular, aumentando logo apés as dimensoes e nu-
mero dos corpos protéicos.

Segundo Chen et al. (1998), a sintese de proteinas é proporcionada
por ativagao génica, como observado em soja, sendo seu produto trans-
portado para o tonoplasto sob forma de vesiculas, derivadas do apare-
lho de Golgi. A fusdo das vesiculas com o tonoplasto descarrega as pro-
teinas de reserva dentro do lume do vacuolo, resultando na formacgao de
discretos corpos protéicos. Estas proteinas contém regides eletro-trans-
parentes e regioes eletro-densas que depositam fitina, constituindo glo-
boides, com ou sem pequenos cristais dispersas na matriz proteinacea.
Esta diferen¢a encontrada em soja, quanto a morfologia dos cristais, foi
observada na regido micropilar de sementes da espécie em estudo, tanto
no suspensor como no endosperma adjacente a este, variando desde pe-
quenos granulos que polarizam quando observados sob Microscopio de
Polarizacéo, até cristais maiores, poliédricos.

| Segundo Hara-Nishimura, et al. (1998) vegetais superiores apre-
sentam dois tipos de vacuolos, um deles que acumula proteinas de re-
serva, se desenvolvendo em orgaos de reserva, como sementes e o outro
que contém varias enzimas liticas, se desenvolvendo em 6rgaos vegeta-
tivos. Em cevada, as proteinas sao sintetizadas no RER, armazenadas e
transportados aos respectivos vacuolos via aparelho de Golgi (vesiculas
densas). A maturacao das proteinas de reserva ocorre em vacuolos de
reservas protéicas, através da acao de uma enzima vacuolar de proces-
samento.

Miller & Anderson (1999) mencionam que embora seja conhecido
que alguns mecanismos de trafego de proteinas sao conservadores entre
todos os eucariotas, as plantas Parecem possuir rotas particulares e
altamente complexas de sit#s vacuolares. Um pressuposto aceito de
forma generalizada é de qué s preteinas sdo exportadas do reticulo en-
doplasmatico € passam via t}oigf ao vaeuole, e, que em sementes, as
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roteinas de reserva se agregam ao reticulo endoplasmatico e formam
s protéicos densos que fundem-se diretamente ao vacuolo sem
assar através do Golgi.

A sintese de reservas em sementes de llex paraguariensis aparen-
temente segue estas rotas mencionadas, originando inicialmente, no
endosperma, um vacuoma nas cé€lulas da regido micropilar, contendo
matriz protéica, que apoés transformagdes originam granulos, corpus-
culos, espiculas e cristais poliédricos protéicos. Em zonas afastadas da
‘micropila, o acumulo de reservas protéicas se da através da formacao
de vesiculas originarias do reticulo endoplasmatico, acrescido de vesi-
culas derivadas do Golgi. O trafego de proteina € mantido através de
endo- e exocitoses com formagao de vesiculas junto a plasmalema, es-
truturas estas provavelmente constituidas de “vesiculas revestidas de
clatrina”, conforme sugerem Miller & Anderson (1999). Esta sintese
ocorre na fase final da endospermogénese e modificagbes nas reservas
530 observadas quando o fruto esta maduro e o embrido encontra-se em
estagio cordiforme a cordiforme—-tardio.

Por outro lado, ap6s a fecundacao ter ocorrido em erva-mate, a
ocorréncia de vacuolos contendo corpos protéicos também foi consta-
tada no tecido do mesocarpo (parénquima do ovario), tanto em M.E.V.
como em Microscopia Optica. Estas estruturas em M.E.V. apresentam a
mesma morfologia encontrada por Chen et al.(1998), para os corpos
protéicos. A ocorréncia de corpos protéicos na parede carpelar foi ape-
nas referida para as fases iniciais da fecundagao, devido ao fato de tra-
balharmos apenas com os pirenos, facilitando a inclusdao e corte do
material. Aparentemente, o padrao de acumulo de reserva na parede
carpelar deve seguir o modelo do endosperma e embrido.

44.1.2 lipidios

Ashton (1976) encontrou lipidios presentes no globdide, e substancias
desconhecidas no cristaléide, que se coram de verde na presenca de
Azul de Toluidina. Estas substancias também sao encontradas no tegu-
mento de Ilex.

Owens et al. (1992, 1997) referem-se a abundancia de corpos lipi-
dicos nos embrides e megagametofitos de Pseudotsuga menziesii e
Agathis australis, que observadas em M.E.V. se acumulam sob forma de
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roseta ao redor dos grandes corpos protéicos. O mesmo foi observado na
espécie em estudo.

Stone & Gifford (1997) citam que as primeiras substancias de re-
serva encontradas em sementes de Pinus taeda, sdo lipidios e proteinas.

Sitte et al. (1998) mencionam que os lipidios de reservas que sao
utilizados na sintese e troca de energia, fazem parte dos lipidios e Oleos
apolares, consequentemente insoliveis em agua. Sao observaveis ao
microscopio, sob forma de pequenas gotas de Oleo (oleossomos ou plas-
toglobulos) encontrados no citoplasma ou em plastidios e por serem in-
soluveis em agua sao osmoticamente inativos, nao afetando células nem
organelas. Pelo efeito hidrofébico, os oleossomos assumem aspecto ar-
redondado. Existem também os lipidios membranaceos, cuja molécula
contém substancias hidrofilicas e hidrofébicas e € formado por uma du-
pla membrana lipidica. Tais moléculas sdo denominadas de anfipolares
e nao sao utilizadas como reservas nem para fornecer energia.

Em Jlex paraguariensis as reservas lipidicas sdo encontradas em
todas as células da semente, sendo seu acumulo mais acentuado no
endosperma nas fases mais avangadas da embriogénese final (a partir
de embrido cordiforme). Nao foi evidenciada a origem precisa destes
corpos lipidicos, porém Prego et al. (1998), analisando Chenopodium
quinoa demonstra a formagéao de corpos protéicos cercados por lipidios,
semelhante ao encontrado em erva-mate, sem informar a origem dos
mesmos. Bethke et al. estudando graos de aleurona em cereais, afirma
que os vacuolos que armazenam proteinas também sdo o sitio de arma-
zenamento de lipidios neutros. Segundo estes autores, € amplamente
aceito que os trigliceridios sdo sintetizados nas membranas do reticulo
endoplasmatico e depositados em oleossomos, sendo formados entre as
membranas do reticulo endoplasmatico liso. Entretanto, ha uma diver-
géncia entre diferentes autores de como os oleossomos se tornam asso-
ciados aos vacuolos protéicos. O modelo tradicional sugere que os ole-
ossomos sao liberados na superficie do reticulo endoplasmatico e se fu-
sionam com a membrana vacuolar. Por outro lado, estes autores suge-
rem uma nova interpretacéo, na qual os oleossomos nao se desprendem
do reticulo endoplasmatico, mas sim que a membrana do reticulo endo-

plasmatico sintetiza lipidios neutros, bem como serve de sitio de acu-
mulo de proteinas de reserva.
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Em erva-mate os corpos lipidicos aparentemente nao apresentam
brana, porém problemas de fixacdo do material podem mascarar
sua visualizacdo. Fica evidente a presenca de lipidios na margem da
lula, cuja origem pode estar associada ao reticulo endoplasmatico
distribuido nesta regido, e, lipidios associados aos vactolos protéicos
em formacdo, sendo a origem destes ultimos muito provavelmente
derivada da membrana deste vacuolo, formando inclusive, a mesma
figura em roseta identificada na espécie em estudo. A mesma
dificuldade para observacdo da presenca ou ndo de membrana envol-
vendo os lipidios foi constatado por Jacobsen et al. (1971), analisando a
estrutura e composicao de graos de aleurona em cevada, circundados
integralmente por esferossomos.

Outro estudo, bastante recente, realizado por Serrato-Valenti et
al. (1998), em endosperma de Phacelia tanacetifolia, demonstra em
M.E.V. a formacao de corpos protéicos com globodides na margem destas
estruturas, sendo englobados pela massa protéica interna. Como o pro-
cessamento utilizado pelos autores nao preserva lipidios, a interpreta-
¢ao pode ter sido equivocada, pois a superficie “papilosa” apresentada
em suas eletromicrografias, bem podem estar demonstrando o inicio da
sintese lipidica exteriorizada do tonoplasto do corpo protéico. As figuras
descritas como digestdo de proteina, mais se assemelham a “moldes”
dos lipidios extraidos durante o processamento, deixando clara a for-
magao também em roseta deste mesmo tipo de reserva.

44.1.3 Amido

| ] " —— _—
. Em sementes de llex paraguariensis, as primeiras substancias de re-
| serva a serem observadas, no zigoto e durante a embriogénese inicial,

. sdo polissacarideos do tipo amido. Em fases mais avancadas da endos-

| permogénese, quando este tecido é composto por dezesseis ou mais cé-
lulas e apresenta-se diferenciado em trés zonas com caracteristicas
histolégicas distintas, apenas na regiao micropilar sao observados po-
lissacarideos do tipo amido. Nas regides mediana e calazal do endos-
perma ndo se observa sintese de reservas.

Esta substancia serve como fonte de energia em fases especificas,
pois apresenta baixo peso molecular, sendo facilmente degradada,
transformada e translocada, para utilizacao imediata.
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Owens et al. (1997), mencionam o aparecimento de amido de re-
erva, como um produto armazenado por curto espacgo de tempo, em
Agathis australis, em fases avancadas dos desenvolvimento embrionario
em células adjacentes do megagametofito colapsado, porém, afirma
gue sem duvida precursores soluveis estao presentes nas fases iniciais,
sem identificacao histoquimica.

Kapil & Bhatnagar (1981), referindo-se a diversas espécies vege-
tais, citadas por diversos autores, confirmam a presenca de quantida-
des representativas de amido na oosfera, a ser utilizado no momento da
fecundacdao € nas fases iniciais de desenvolvimento do embrido. So-
mente apos a fase de embrido globular a piriforme, teria inicio a sintese
de reservas lipo-protéicas.

Ao longo do desenvolvimento este tipo de reserva € substituida
por lipidios e proteinas, sendo as proteinas convertidas a aminoacidos e
0s lipidios convertidos a carboidratos soluveis, suprindo integralmente
as necessidades energéticas do embrido, como observado por Stone &
Gifford (1997), em sementes Pinus taeda, durante a germinacdo e des-
envolvimento da plantula jovem.

Este comportamento das reservas, apresentando amido nas fases
Iniciais e reservas lipo-protéicas em fases mais avancadas € similar ao
encontrado em erva-mate.

44.2 Utilizagcdo das reservas

Segundo Guillermond (1908) a degradacao de corpos protéicos prova-
velmente se inicia dentro da massa protéica ou na sua periferia.

Rost (1972) cita que durante a germinacdo de Setaria lutescens
(Gramineae) ocorre degradagao, usualmente precedida por entumesci-
mento e coalescéncia dos corpos protéicos, sendo que a matriz protéica
se fraciona internamente formando padrao irregular que geralmente nao
parte da periferia dos corpos protéicos. Apos a digestdo completa dos
corpos protéicos, s6 restam os vacuolos. Descreve ainda que embrides
dormentes nao apresentam quebra de lipidios ou outras substancias de
reserva, nem apresentam formacgao de poliribossomos e outras organe-
las como leucoplastos e glioxissomos. Portanto, a causa da dorméncia
estd mais relacionada a processos que envolvem a sintese de novo de
novas proteinas e nao ao controle de enzimas ja existentes.
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Bewley & Black (1978), afirmam que a utilizacdo das reservas do
endosperma € controlada pelo embrido que secreta fatores controlado-
1es como giberelinas, que sdo sintetizadas pelo proprio embrido, antes
da mobilizacdo das reservas do endosperma, sendo de grande impor-
fancia como suprimento de compostos nitrogenados e minerais, neces-
sarios ao estabelecimento de plantulas. Estes mesmos autores se refe-
rem a degradacao das proteinas em cotilédones de Lupinus albus como
ocorrendo seqliencialmente, obedecendo um gradiente que vai da epi-
derme ao interior do cotilédone, sendo que desta maneira, varias fases
de degradacdo sido passiveis de serem observadas em uma mesma sec-
¢a0. A primeira fase da digestao ocorre com as proteinas hidratadas, ob-
servando-se que as mesmas coalescem. Apos ocorre vacuolacdo e
fragmentacdo das proteinas nos corpos protéicos sendo que na fase fi-
nal de degradacao apenas restam fragmentos de corpos protéicos. Este
gradiente também foi encontrado em Agathis australis entre a parte ex-
terna e interna do megagametoéfito (Owens et al.,1997) e em Myrsine lae-
tevirens entre a camada interna e externa do endosperma (Otegui et al.,
1998).

Em erva-mate, também foram observados dois gradientes morfolo-
gicos nas reservas do endosperma. Um deles, no sentido micrépila-ca-
laza, sendo que as modificagbes eram perceptiveis inicialmente no polo
micropilar (presenca de substancias vinaceas — proteina). Outro, no
sentido tegumento-embrido, sendo caracterizado por nitidas diferencas
morfologicas nas reservas deste tecido, mais especificamente, uma me-
nor concentracao de reservas constituidas na periferia do endosperma e

corpos protéicos definidos junto a cavidade digestora.

Schulz & Jensen (1969) citam para Capsela bursa-pastori, que o
endosperma se desenvolve até depois da fase embrido cordiforme e pro-
vavelmente ndo contribui significativamente na sua nutricao nesta fase.
Em llex paraguariensis a funcao nutricia do endosperma, aparente-
mente, inicia apos a fase de embrido globular, quando € observada es-
pecializagao deste tecido. Em fases anteriores, a nutricio se realiza via
suspensor pois o endosperma ainda nao esta apto, ou seja, nao possui
as substincias necessarias a funcao que ira desempenhar. As substan-
cias utilizadas para o desenvolvimento embrionario, nesta fase, sao
translocadas do tegumento e células adjacentes e/ou sintetizadas pelo
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proprio suspensor. Isto ficou evidenciado pela presenca de substancias
de reserva encontradas em células do tegumento e do suspensor.

Dimitrieva et al. (1984) referem-se as transformagdes que ocorrem
nas proteinas durante a germinagéo como sendo divididas em trés esta-
gios: mobilizagao que inclui processos que precedem a decomposicao
das proteinas, hidrélise das proteinas a aminoacidos e peptideos de bai-
X0s pesos moleculares e ao transporte do produto desta decomposicao
dos tecidos de reserva ao embrido em desenvolvimento e sua utilizacao
na sintese de novas estruturas e enzimas protéicas da plantula em des-
envolvimento. Segundo os mesmos autores, as globulinas representam
as proteinas de reserva de sementes de dicotiledéneas enquanto que as
albuminas sdo, predominantemente, enzimas protéicas, sendo estabele-
cido que as globulinas satisfazem as caracteristicas principais de pro-
teinas de reserva por serem dominantes sobre os outros grupos de pro-
teinas em tecidos de reserva em sementes, serem rapidamente consu-
midas durante a germinacgdo e estarem localizadas em graos de aleu-
rona.

Alvarez & Guerra (1985) e Mohr & Schopfer (1995) observaram que
as proteinas de reserva sao mobilizadas durante a germinacao. Estas
proteinas sao encontradas na maioria das vezes em corpos protéicos.
Durante a germinacgéao eles incham quando a semente se hidrata du-
rante a embebicao. Subseqiientemente as proteinas sao degradadas
pela atividade de endo- e exopeptidases. Os produtos da lise protéica
sdo utilizados nos tecidos de origem ou translocados para outras regioes
da planta em desenvolvimento. A degradacao das proteinas de reserva
pode ser observada em M.E.T. desde que estejam hidrolizadas, os cor-
pos protéicos ficam mais eletro-opacos, fusionam e finalmente formam
um grande vacuiolo central.

Serrato-Valenti et al. (1998) analisando sementes de Phacelia tana-
cetifolia, caracteriza a dinamica de formacgdo e utilizagcdo dos corpos
protéicos em trés estagios. Em sementes em desenvolvimento, os corpos
protéicos sao de pequena dimensodes e espalhados pelo citoplasma con-
tendo graos de amido; em sementes maduras, os corpos protéicos cons-
tituiam a reserva predominante, contendo globéides no seu interior; em
sementes em fase de germinacdo, os corpos protéicos se apresentam
uniformes, com cavitagoes e formacéao de cristais prismaticos.



Discussdo 57

Bethke et al. (1998), analisam a transformagao do compartimento
“de reserva protéica em organela litica, considerando as mudancas na
estrutura do vacuiolo de reserva durante a mobilizacdo € o transporte
através do tonoplasto. Os vactolos de reserva protéica, que durante
meses ou anos foram depositos de nutrientes, tornam-se liticos, rapi-
- damente hidrolisando os polimeros armazenados no seu lume, muitas
vezes com 0 uso de enzimas preexistentes. A mobilizagao destas reser-
vas € acompanhada por mudancas drasticas na estrutura desta orga-
nela, como coalescéncia dos menores vacuolos de reserva protéica e
metabolizacdo dos lipidios armazenados em oleossomos, via ciclo do gli-
oxilato, produzindo sucrose e outros agucares. Esta propriedade de pro-
duzir acucares as expensas de lipidios armazenados, torna este tecido
independente de outros tecidos da semente.

Estes mesmos autores, afirmam que a célula de aleurona de cere-
ais € um excelente modelo para o estudo da ag¢do de reguladores de
crescimento em plantas (acido giberélico — GA e acido abscisico — ABA),
sendo que podemos estender esta afirmativa incluindo os vacuolos pro-
téicos em geral. Muito pouco é conhecido sobre a regulacao hormonal
nestas organelas. Os receptores GA e ABA e os transportadores utiliza-
dos para a exportacao das reservas do vacuolo para o citoplasma, ainda
nao foram identificados e caracterizados. Além disso, as rotas de trans-
ducgdo dos sinais estdao sendo inicialmente descritas (Betﬁke et al.. 1997,
1998).

Em Jlex paraguariensis podemos sumariar os eventos relacionados
com o acumulo e degradacao dos corpos protéicos através das seguinte

dindmica morfologica: Fase 1 — formacgdo de vesiculas de membrana
simples (originadas do RE e do Golgi) que se fundem formando vactuio-
los; Fase 2 — deposic¢éo de proteina amorfa no seu interior; Fase 3 — sur-
gimento de adensamentos protéicos na massa fundamental (globoides
ou pro-globdides); Fase 4 — formagao de lipidios ao longo de toda a mar-
gem do vacuolo protéico (oleossomos?); Fase 5 — inicio da cavitacéo in-
terna do vacuolo, evidenciando sinais de reutilizacao das reservas; Fase
6 - fragmentacao do contetudo protéico; Fase 7 — adensamento do mate-
rial fragmentado com visualizacdo do vacuolo optica- ou eletro-transpa-
rentemente, com inicio da degradacao dos lipidios; Fase 8 — vacuolo
com pouco material adensado no seu interior e proteina identificada no
citoplasma como fragmentos ou adensamentos, sem qualquer sinal de
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lipidios contornando a estrutura; Fase 9 — vactiolo sem qualquer mate-
fial protéico individualizado no seu interior, sendo constituido apenas
por uma matriz soluivel. Dependendo a regido analisada e a fase de des-
envolvimento do embrido ou do endosperma, podemos perceber proces-
508 de sintese de substancias de reserva ou degradaciao das mesmas.
Um fato a considerar é que os primeiros sinais de translocacéo de pro-
feinas sdo evidentes no suspensor, enquanto que no endosperma, suas
celulas estdo em processo de sintese de reservas. Esta diferenca tempo-
1al estabelece uma fase em que o embrido muito jovem, provavelmente,
utiliza as reservas protéicas e lipidicas formadas na parede carpelar e
1n0s tecidos esporofitico circundantes, drenando energia para seus pro-
cessos de divisdo celular e formacao do futuro esporoéfito. Mais tarde,
esta ligacdo com o suspensor € rompida, através de Morte Celular Pro-
gramada, passando a agir sobre o endosperma que atingiu o maximo de
sua diferenciagao, passando agora a ser o responsavel pela nutrigao das
fases finais da formacao do embrio.

4,5 EMBRIOGENESE

0 embridao constitui o mais importante componente da semente e se
desenvolve apos a fecundacgdo. Em geral existem duas fases no desen-
volvimento embrionario (proembrido e embrido propriamente dito) e
existe uma transicdo gradual do estagio heterotrofico (zigoto) ao estagio
de relativa autotrofia (embrido maduro). Poucos sdo os conhecimentos
relativos as necessidades nutricionais do embrido para sua diferencia-
¢ao celular (Malik et al., 1976).

Barret (1962) define que o desenvolvimento embrionario pode, por
conveniéncia, ser dividido em 2 fases distintas, a embriogénese inicial,
que culmina na fase em que o fruto esta maduro e o embrido em estagio
cordiforme e a embriogénese tardia, se estendendo até a fase de em-
brido maduro, em forma de torpedo, antes da germinacdo. Adotamos,
neste trabalho, a terminologia deste autor; com algumas modificacoes.
Caracterizamos como embriogénese inicial as fases do desenvolvimento
embrionario que vao desde a fecundacao até a fase de proembrido oc-
tante Denominamos de embriogénese final (e ndo tardia), a fase do
desenvolvimento embrionario que abrange desde o embrido piriforme
até a fase de embrido maduro, em forma de torpedo, antes da germina-
cdo. As fases posteriores a embrido cordiforme tardio somente sao pas-
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iveis de serem observadas se os pirenos forem colocados em condigoes
favoraveis para seu desenvolvimento e germinagao.

Barret (1962) em llex opaca e Owens et al. (1995) em Aghatis aus-
fralis utilizaram parametros temporais para relatarem as diversas fases
de desenvolvimento embrionario durante a embriogénese.

Em llex paraguariensis, inicialmente foram tomadas medidas de
comprimento e largura, desde botoes florais, flores em antese e frutos
nos varios estagios de maturaciao. Tentou-se estabelecer uma relagao
destas medidas com as fases de desenvolvimento interno (dados histo-
logicos), porém nao foram considerados carateres passiveis de serem
comparados, como foi realizado com sucesso em anteras desta mesma
espécie por Santos (1993, 1995). A partir dai, foram utilizados dados
temporais, ou seja, as datas de coletas, como referéncia para relatar as
fases acima citadas. Apos analise durante trés anos consecutivos, em
uma mesma populacao, confirmou-se a validade de adotar esta meto-
dologia. A variabilidade destes dados, entre populagoes, € bem maior,
sendo que talvez os dados de fenologia descritos para a populagao da
FZB-RS ndo se adeqliem perfeitamente, por exemplo, para as popula-
¢oes de Venancio Aires, pois no més de margo de 1997, enquanto as ar-
vores da FZB-RS nao mais possuiam frutos, as de Venancio Aires os
apresentavam em grande quantidade e em diferentes fases de matura- -
¢ao. Apesar disso, de um modo geral, o quadro fenolégico parece repre-

sentar o comportamento da espécie.

45.1 Embriogénese inicial

4.5.1.1 Zigoto

O zigoto é resultado da fusdo de um dos gametas masculinos com a
oosfera, dando inicio a uma nova geragao, por sequiéncia de mitoses su-
cessivas, que resultam, acompanhadas de diferenciacdo de suas célu-

las, um embrido esporofitico.

Herr (1961), observou em seis espécies do subgénero Euilex e Pri-
nos e Raghavan (1997) citando genericamente as Angiospermas, que a
divisao do nucleo do endosperma primario precede a do zigoto. Nos dois
casos, os intervalos de tempo entre um evento e outro sao diferentes,
mas nota-se que existe um periodo em que o embrido esporofitico per-
manece, aparentemente, aguardando o desenvolvimento do embriao xe-
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mofitico que em determinada fase lhe servird como fonte de nutricdo.
Maheshwari (1983) relata que o periodo de laténcia do zigoto varia nas
diferentes espécies e pode ser dependente das condicdes ambientais.
Geralmente o nucleo primario do endosperma se divide antes do zigoto.
Um caso de dormeéncia do zigoto foi descrito por Heiman-Winawer
[1919), em Colchium autumnale, onde a fecundacao ocorre no outono,
sendo que logo apos inicia a formacgéo do endosperma, porém, o zigoto
permanece dormente por um periodo de 4 a 5 meses, durante o inverno.

Este fato, nos condicionou a interpretar que o desenvolvimento
lento do zigoto constituiria uma dorméncia nesta fase inicial da embrio-
genese de llex paraguariensis. Com a evolucdo dos conhecimentos e es-
tudos mais recentes, foi possivel constatar que este comportamento é
freqliente nas Angiospermas, sendo que a dissincronia entre o embrido
esporofitico e o xenofitico, ndo é caracterizado como uma dorméncia
mas sim, como plantas distintas que conservam sua individualidade
durante o desenvolvimento. A defasagem temporal entre estas duas
plantas e o estagio mais retardado do zigoto, representaria uma relativa
quiescéncia, presumnivelmente um estagio de reorganizacido metabdlica,
como sugere Wardlaw (1955). As modificagdoes no zigoto, visiveis em
M.O., identificadas pelo seu alongamento e maiores dimensoes, somente
ocorrem quando o endosperma ja apresenta 8 ou mais células, da
mesma forma como evidenciou Barret (1962) em llex opaca.

4.5.1.2 Proembrido com duas celulas

Segundo Johansen (1950), o termo proembriao € utilizado para designar
um filamento de até 16 células que constituem a fase inicial da embrio-
génese. Souéges (1936), caracteriza o proembriao como um conjunto de
células que possuem simetria axial caracteristica da oosfera e inclui
estagios da embriogénese anteriores ao aparecimento dos primordios
cotiledonares. Adotamos neste trabalho o termo proembrido, para ca-
racterizar as fases iniciais do desenvolvimento embrionario até o pro-
embriao pos-octante.

O zigoto de Ilex paraguariensis se divide, formando a célula basal e
a célula apical, enquanto que o endosperma apresénta oito ou mais cé-
lulas. Em Ilex opaca (Barret, 1962), o endosperma celular se divide ra-
pidamente, estando em estagio avangado de desenvolvimento enquémto
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pzigoto permanece indiviso, iniciando suas divisdes 10 a 12 dias apos a
polinizacao.

Estas duas células resultantes apresentam um dimorfismo carac-
istico, sendo a basal mais alongada, com estreitamento no polo mi-
cropilar. Esta células também diferem quando analisarmos sua ultra-
estrutura, sendo a apical mais eletrodensa que a basal, contendo maior
guantidade de amido, como mencionado genericamente por Natesh &
Rau (1984).

45.1.3 Proembrido linear com trés células

0 segundo ciclo de divisao da origem ao proembriao de trés células, se-
guindo o padrao de embrionomia Tipo Cariofilaceo segundo Johansen
(1950), permanecendo a célula basal sem se dividir.

Este mesmo padrdo na embriogénese inicial foi descrito por
Barret (1962) para llex opaca e por Copeland (1963) para llex aquifolium.

Newcomb & Fowke (1974) caracterizam a célula basal do proem-
brido com trés células, em Stellaria media, como maior que as demais,
contendo grandes plastidios, microcorpos e invaginacoes (protrusoes) do
tipo de células de transferéncia, na extremidade micropilar, ausentes na
oosfera ou zigoto. Estas invaginacdes de parede também sao relatadas
por Natesh & Rau (1984) em Capsella bursa-pastori. Estas paredes
transfusoras sao importantes para a translocacao de varios metabdlitos,
facilitando e aumentando a superficie de transporte de assimilados.
Estas caracteristicas também estdo presentes em Illex paraguariensis,
sendo que em especial a presenca de plasmodesmos apenas entre as
paredes terminais foi igualmente relatado por Newcomb & Fowke
(1974).

4.5.1.4 Proembrido linear com cinco células

A célula terminal (ca) do proembrido de llex paraguariensis sofre divi-
soes transversais para formar células designadas por ci, m, [ e [l', de
modo similar ao descrito para Sagina procumbens por Johansen (1950).

As substancias vinaceas, ja relatadas para esta fase, sugerem
um gradiente de utilizacao de substancias que se encontram no rudi-
mento seminal (tegumento) e sdo utilizadas na embriogénese inicial,
sendo transportadas via suspensor como sugere Nagl (1976).
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_".1.5 Proembrido linear com sete células

As divisoes que antecedem esta fase, sdo as que caracterizam o padrao
de formacao do embrido. No caso da erva-mate, as divisdes subsequien-
tes a fase de cinco células em geral seguiram o padrao transversal, com

ocorréncia eventual de divisdo longitudinal de uma célula do suspensor.

Maheshwari (1983) e Johansen (1950), analisando Sagina pro-
cumbens divergem quanto a descri¢do do padriao de divisdo das células
"do suspensor, inclusive envolvendo a célula terminal. Apesar disso, o
padréo de classificagdo do tipo de embrionomia € idéntico, portanto, re-
almente as primeiras divisoes do proembrido sdo as mais significativas e

decisivas para tal classificagao.

45.1.6 Proembrido quadrante, Proembrido octante e ProembriGo pos-
octante

Na familia Aquifoliaceae, estas fases proembrionarias apenas foram
descritas por Barret (1962) em Illex opaca, sendo similar ao encontrado
em llex paraguariensis. O comportamento das divisdes celulares segue o
padrdo descrito de forma geral em toda a literatura (Natesh & Rau,
1984).

45.2 Embriogénese final

4.5.2.1 Embrido piriforme

Esta classificacdo, dentro da literatura classica de embriogénese, nao €
usualmente utilizada. Este termo foi empregado apropriadamente por
Barret (1962), em Ilex opaca, para designar embridoes em fase de pos-
octante, que ja sofreram divisdes anticlinais na camada externa de cé-
lulas, diferenciando assim a protoderme e o meristema fundamental,
sendo que, apos estas transformagoes, este assume a forma de péra.
Observamos durante a sequiéncia ontogénica de embrides de Ilex
paraguariensis, esta mesma fase, o que nos levou a adotar esta nomen-

clatura.

Nesta fase da embriogénese, observa-se o acumulo das reservas
lipo-protéicas relatadas em itens anteriores, a semelhanca do descrito
por Barret (1962). Além disso, inicia-se a formagao da cavidade diges-
tora abrigando o desenvolvimento do embrido. Esta cavidade recebeu a
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tenominacao de cavidade de corrosao por Singh & Johri (1972) e por
Hoff (1987). A funcao desta cavidade € discutivel, sendo que uma das
hipoteses é que esta ocorra somente para abrigar o embrido, oferecendo
espaco para que o mesmo se desenvolva, pois a degradacao inicial
ocorre apenas nas paredes, sendo que o conteudo celular inicialmente
néo ¢ afetado pelo processo. Além disso, a fung¢ao nutricia do endos-
perma ainda nao foi desencadeada, sendo esta € suprida pelo suspensor
que se apresenta integro nesta fase.

45.2.2 EmbriGo globular

Esta fase se caracteriza pela morfologia arredondada assumida pelo
embrido, com diferenciagdo da protoderme e do meristema fundamen-
tal, ainda sem emergéncia dos cotilédones. E importante salientar a es-
pecializacdo das células do embrido xenofitico (endosperma), caracteri-
zada pela vacuolacido destas e acumulo de substancias protéicas. Este
tecido se prepara para desempenhar fung¢des nutricias, até entao reali-
zadas pelo suspensor. O suspensor atua nao s6 como dreno para a pas-
sagem de nutrientes mas também como local de sintese e translocacao
de hormoénios, entre outras substancias. Esta afirmativa se confirma se
observarmos plasmodesmos nas paredes terminais (transversal internas
€ externas) e auséncia dos mesmos nas paredes laterais (anticlinais) das
células que compoe o suspensor.

Segundo Chamberlin & Horner (1993), durante o estagio globular
tardio, embrides de soja formam uma cuticula sobre sua superficie
sendo esta totalmente ausente no suspensor. Esta cuticula nao € dis-
tinta da observada revestindo o endotélio desta mesma espécie sendo
que deve ter a mesma funcao de impedir a troca de solutos. A cuticula-
rizacdo do embrido e sua falta de contato com o endosperma sugerem
que embrido e cotilédones nao atuem no aporte de nutrientes. O em-
brido recebe os nutrientes da extremidade micropilar do rudimento se-
minal, via suspensor. Em llex paraguariensis deve seguir o mesmo pa-
drao descrito para soja quanto a sua nutricdo, durante a embriogénese
inicial, embora constatamos uma camada de cuticula envolvendo o en-
dosperma, no limite com o epitélio do tegumento. Neste caso, a associa-
¢ao embriao/endosperma, ao contrario, € intima.

As reservas do endosperma iniciam a ser utilizadas pelo embrido
de erva-mate, a partir desta fase do desenvolvimento. As alteracdes so-
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fidas pelas células do endosperma e do embrido estdo detalhadas em

itens anteriores.

Losner-Goshen et al. (1998), citam o envolvimento de certas enzi-
mas pectoliticas na penetracdo intrusiva de células de haustoérios de
Orobanche, em raizes hospedeiras. Ocorre, na area infectada pelo para-
sita, a secrecdo de enzimas capazes de degradar pectinas, que irdo des-
fruir a lamela média, permitindo, desta maneira, a penetracao do
haustorio entre as células do hospedeiro. Bewley (1997) refere-se a se-
mentes de aipo (Apium graveolens) e pimenta (Capsicum annum), como
possuindo endosperma que é degradado em resposta a giberelinas,
sendo que ocorre uma separacao e ndo degradacido das paredes das
- células do endosperma durante esta fase, sugerindo que isto ocorra de-
vido a acao de pectinases. Cole et al. (1998) citam que a desorganizacao
das paredes celulares de plantas infestadas por fungos patogénicos €
realizada por enzimas que degradam a parede celular. Estas podem ser
produzidas pelo fungo mas, usualmente, sao induzidas pelo substrato.
Estas enzimas de degradacado incluem celulases, endo- e exo-polyga-
lacturonases, endo- e exo-pectino lisases e pectino metilesterases. Mo-
dificacoes estruturais, tais como entumescimento da parede celular e
dissolucao da lamela média sao considerados como sendo indicativos da
acdo de enzimas que degradam pectinas. No caso de Ilex paraguariensis
0 embrido esporofitico estaria induzindo e secretando estas substancias
de degradacdo agindo como um “parasita”, abrindo espago para seu
desenvolvimento no interior do embrido xenofitico.

' Analisando embrido e suspensor, fica evidente a presenca da hi-
pofise, possivel de ser caracterizada desde a fase anterior da embriogé-
nese. Segundo Johri (1984), as caracteristicas ultraestruturais desta
célula, revelam que a mesma parece fazer parte do suspensor e nao das
células que compdem o embrido. Raghavan (1986), se refere a hipofise h
como sendo uma célula curiosa e interessante pertencente ao suspen-
sor, localizada préxima ao embrido e que se divide transversalmente
para formar duas outras células, h e h', cujas descendentes contribui-
rao na formacao do coértex da raiz, coifa e epiderme da raiz no embriao
maduro. Na espécie em estudo, através da analise ontogénica compa-
rativa entre a hipoéfise, e as células do suspensor e do embrido, inferi-
mos que a mesma se originou de cé€lulas que fazem parte do embrido e
ndo do suspensor. Esta origem € resultante do processo obliquo de divi-
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30 da célula apical do proembrido, que mantém uma célula de formato
triangular, em secao longitudinal, apos a formagao das células-filhas.

Newcomb & Fowke (1973), utilizam uma s0 descrigao para ca-
racterizar os estagios de globular e cordiforme em embrides de Stellaria
media. Inferem que a morfologia e ultraestrutura neste dois estagios de
desenvolvimento embrionario nao sao significativamente distintas a
ponto de serem separados. No caso de llex paraguariensis, ao contrario,
importantes modificacdes ocorrem nesta fase, tanto no embriao esporo-
fitico quanto no embrido xenofitico, principalmente se considerarmos
suas diferencas histologicas e citologicas, bem como na sintese de sub-
stincias de reserva, tornando-o distinto da fase cordiforme, ndo sendo
passiveis de serem caracterizadas através de uma unica descrigao.

4.5.2.3 Embrido cotiledonar

Esta fase tem como destaque o surgimento dos primoérdios cotiledonares
e inicio da degeneracao das células do suspensor. Esta nomenclatura
foi adotada tendo como base o achatamento da porg¢ao distal do proem-
brido, constituindo o prenuncio de emissdo dos cotilédones segundo o
conceito de Barret (1972).

Em parte este conceito pode causar duvidas, pois sabemos que as
fases posteriores da embriogénese também apresentam seus cotilédones
em crescente desenvolvimento. Esta caracterizacao visa delimitar uma
fase de transicao entre os embrides piriformes e os cordiformes.

Na literatura especializada nao foram encontradas citagdoes que
possibilitassem descrever este tipo de fase em comparagao com outras
espécies, salvo a classificacdo adotada para llex opaca por Barret
(loc.cit.).

4.5.2.4 EmbriGo cordiforme e cordiforme tardio

Embrides na fase cordiforme e cordiforme tardio sdo encontrados
quando os frutos estdo maduros, apresentando coloragao vinacea. O
acumulo de grande quantidade de corpos protéicos em células do en-
dosperma, na regido micropilar, adjacente ao suspensor € menor quan-
tidade deste material no préprio suspensor demonstrou a translocacao
das reservas para o embrido, conforme discutido em itens anteriores e
no item suspensor a seguir. Nesta fase ocorrem nitidas modiﬁcagﬁés

B
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morfofisiolégicas observaveis nas células do endosperma da regido mi-
tropilar, com modificagao das reservas para possivel utilizacdo pelo em-
brido, conforme bem documentado na literatura. Apesar disto, Ferreira
etal. (1991) sugerem que a dorméncia se instale na fase de frutos bran-
08, cujos embrides encontram-se em estagio de cordiforme.

45.2.5 EmbriGo torpedo .

Esta fase ndo é normalmente detalhada nos diferentes trabalhos, pois
apenas ocorre o acréscimo de células resultantes das divisdes celulares
que se distribuem por todo o embrido.

O processo germinativo tem inicio nove meses apos o plantio, pas-
sando o embrido do estagio cordiforme tardio para torpedo em cerca de
quinze dias. Nao foram feitos estudos fisiologicos para comprovar o que
desencadeia a germinag¢ao, mas os dados morfolégicas demonstraram
que este parece ser um processo rapido, caracterizado pelo elongamento

do embriao.

A utilizacao das reservas do endosperma ocorre em fases anterio-
res, porém mantendo suas com caracteristica de tecido viavel. Obser-
vando o comportamento germinativo desta espécie, vimos que algumas
sementes germinaram na mesma época (novembro/dezembro), dois
anos apos semeadas. De modo similar, Barret (1962) observa em llex
opaca que a germinacao € ciclica, ocorrendo grande percentagem de
embrides germinando no segundo ano apds terem sido plantados, e,
eventualmente, germinacgédo de embrides no terceiro ano pos-plantio.

4.5.3 Suspensor

O suspensor € formado a partir de sucessivas divisdes celulares do zi-
goto, sendo esta uma estrutura que serve para fornecer nutrientes ao
embrido jovem (Yeung & Sussex, 1979), mantendo o embrido numa po-
sicdo fixa no interior da semente (Yeung & Mainke, 1993), absorvendo e

translocando nutrientes do tegumento ao embrido em desenvolvimento
(Schulz & Jensen, 1969). Células do suspensor podem iniciar a embrio-
génese se o embriao € abortivo ou reprimido (Schwartz et al., 1994), su-
gerindo que o embrido normalmente reprime o potencial de desenvolvi-
mento do suspensor (Yeung & Mainke, 1993).
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O suspensor é uma estrutura de vital importancia na regulagcao or-
ganogenética das fases da embriogénese inicial (Bhalla et al., 1981).
Sussex et al. (1973) consideram o embrido de Phaseolus como possu-
indo duas distintas populagées de células: o suspensor, com numero
definido de células e a parte organogénica do embrido, formada por
uma populacao de células que cresce por continuadas divisdoes mitoti-
cas. A relacdo entre o suspensor e a parte organogénica do embrido
pode ser analoga a relacdo entre o trofoblasto e a por¢ao organogénica
do embrido em mamiferos. O trofoblasto também secreta hormodnios
importantes na regulagédo do desenvolvimento do embrio.

Raghavan (1986) considera que durante a embriogénese, estudos
de diferenciacao funcional apontam o suspensor como possuindo duas
importantes vantagens: — ser um oOrgao efémero que nao faz parte do
embrido maduro; — em sua expressao maxima foram observadas adap-
tacoes morfologicas e estruturais para funcgoes especificas. Em Ilex pa-
raguariensis, ao contrario do que cita este autor, foi possivel observar a
presenca do suspensor mesmo em fases mais avancadas da embriogé-
nese, quando este se encontrava em estagio de torpedo.

O suspensor pode ser unicelular ou multicelular, pequeno ou
grande em relacdo ao embrido, de formato filamentoso, colunar, esférico
ou irregular. Suas células podem apresentar uma variedade de modifi-
cacoes estruturais nao observadas no embrido. Alguns suspensores
produzem haustorios que invadem o endosperma ou tecido da planta-
mée. Pode haver uma correlacéo entre as demandas nutricias e a mor-
fologia do suspensor. Suspensores grandes prevalecem em sementes
com alta demanda nutricional e endosperma limitado nos estagios inici-
ais de desenvolvimento. As células do suspensor podem também apre-
sentar cromossomos politénicos, ser polipléides ou multinucleadas
(Yeung & Meinke, 1993). Em erva-mate, este se deriva da célula apical
do proembrido bicelular. A célula basal permanece sem se dividir, fa-
zendo parte do suspensor até sua degenei‘agéo. Este apresenta um nu-
mero mais ou menos estavel de células, identificadas ap6s o proembrido
filamentoso atingir sete células, quando ocorre entdo o inicio da divisao
da célula apical, para formar o proembrido quadrante. Nesta fase o sus-
pensor atingiu seu numero maximo de células.

Varios autores evidenciaram especial interesse na citologia e ultra-
estrutura do suspensor. A idéia geral € que esta estrutura tem papel
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importante na absor¢éo de nutrientes, apesar de nao existirem informa-
j’w sobre a natureza quimica precisa dos metabdlitos (Malik et al.,
1976). Este autor realizou estudos bioquimicos no sentido de identifi-
car substancias, auxiliando desta maneira a determinar as necessida-

des nutricias do embrido.

A funcdo do suspensor durante o desenvolvimento do embriao é
um exemplo das progressivas modificagoes durante a embriogénese. A
independéncia progressiva de todo embrido é paralela ao decréscimo de
dependéncia do embrido em relacdo ao suspensor (Steeves & Sussex,
1989). Estudos experimentais recentes, da funcao do suspensor, de-
monstraram claramente que este € metabolicamente ativo, essencial ao
fransporte de nutrientes e importante fonte de reguladores de cresci-
mento durante estagios iniciais da embriogénese (Yeung & Meinke,
1993).

Em culturas in vitro de embrides de Phaseolus coccineus, a pre-
senca do suspensor estimula o crescimento do embrido propriamente
dito. O efeito do suspensor € especifico para determinada fase de desen-
volvimento. Seu efeito é reduzido quando o embrido atinge o estagio co-
tiledonar. Estudos ontogenéticos mostram que o suspensor € um O6rgao
muito especializado, tendo sua atividade maxima durante o estagio cor-
diforme do desenvolvimento embrionario. Neste estagio, a presenca do
suspensor, tanto conectado ao embriao como, somente proximo a ele,
estimula o desenvolvimento deste (Yeung & Sussex, 1979). Este fato
pode indicar que o suspensor atua sintetizando e/ou secretando certas
substancias como proteinas, lipidios, hormoénios e enzimas (Przybyllok
& Nagl, 1977; Buvat, 1989), ou sendo mais eficiente na digestdo do
meio circundante (Yeung & Sussex, 1979). Bhalla et al. (1981) compro-
vam que o suspensor de embrides cordiformes de Tropaeolum majus
atingem seu contetildo maximo de proteinas nesta fase, sendo que este
decresce rapidamente em fases posteriores, sendo que o conteudo de
. proteinas sempre é maior nas células do suspensor do que nas células

do embriao.

Alpi et al. (1975) sugerem que o suspensor, durante a embriogeé-
nese, atua como sitio de sintese de reguladores de crescimento, neces-
- sarios ao embrido. Foram testados, em Phaseolus coccineus, a presencga
de giberelinas e auxinas, em suspensor e embrides em estagio cordi-
forme e embrides cotiledonares. Estes apresentavam suspensor em es-
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jo inicial de degradagédo. No estagio cordiforme a atividade das gibe-
relinas era 30 vezes maior no suspensor do que no embrido, tendo ocor-
fido um decréscimo grande nos niveis de giberelinas no suspensor de
embrides cotiledonares, enquanto que nos embrides deste estagio,
houve um acréscimo de 10 vezes. Isto sugere que o transporte de gibe-
relinas ocorre do suspensor ao embrido e que o suspensor atua durante
a embriogénese, como sitio de sintese de reguladores de crescimento,
necessarios ao embriao. Cionini et al. (1976) testaram, em embrides
desta mesma espécie, cultivados in vitro, a influéncia do suspensor em
diferentes estagios de desenvolvimento e a influéncia do acréscimo de
giberelinas nestas culturas. A retirada do suspensor em embrides jo-
vens fez com que estes reduzissem o desenvolvimento, sendo que em
embrides mais desenvolvidos nao foi observada a diferenca apoés a reti-
rada. A presenca de acido giberélico em determinadas concentragoes
pode substituir a fungiao do suspensor em embrides em estagio de cora-
¢ao e inicio de cotiledonar, enquanto que reduz o crescimento de embri-
des sem suspensor em estagios mais avangados de desenvolvimento.

Ceccarelli et al. (1981), em estudos realizados com suspensor de
Phaseolus coccineus marcados com Cil4, conseguiu comprovar que o
suspensor, um sistema de células independentes, sintetiza giberelinas e
desempenha um papel ativo na biossintese de substancias de cresci-
mento.

Malik et al. (1976), a partir dos estudos histoquimicos, acrescen-
tam a vital importancia de nutricdo do embrido, a funcao glandular-se-
~ cretora, como um meio para receber os metabdlitos do tecido adjacente

e transporta-los ao embrido em desenvolvimento, desde o estagio glo-
bular dos mesmos, comprovada através da atividade da fosfatase.

A especializagdo no suspensor se inicia com o aparecimento de in-
vaginacoes nas paredes, muitas vezes atribuindo a funcgao de células de
transferéncia, envolvidas no transporte a curtas distancias, similares as
células de transferéncia de tecidos de conducdo (Sussex et al., 1973;
Schulz & Jensen, 1969).

Em Phaseolus coccineus e Tropaeolum majus além da caracteristica
parietal das células do suspensor, ocorre um acréscimo desproporcional
na densidade de ribossomos, polissomos, plastidios, mitocondrias, dic-
tiossomos e reticulo endoplasmatico liso, que se desenvolvem até o em-
brido atingir o estagio cotiledonar. Estas invaginagdes somadas ao
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acréscimo no numero de organelas evidenciam a funcao de transporte
de nutrientes nesta estrutura (Yeung & Clutter, 1979; Nagl, 1976). Esta
mesma caracteristica foi observada nas paredes das células do suspen-
sor em llex paraguariensis sendo mais marcante no polo micropilar da
célula basal, sugerindo desta maneira, que além de um local de sintese,
0 suspensor € uma estrutura especializada na transloca¢ao de nutrien-
tes, perceptivel também, através do fluxo de vesiculas do polo micropi-
lar em direcdo ao embriao.

Em Stellaria media a célula basal do suspensor possui parede com
projegoes no polo micropilar, com a predominancia de mitocondrias na
sua proximidade, além da presenca de alguns componentes ultraes-
truturais como microcorpos, plastidios e enovelados de reticulo endo-
plasmatico tubular que estdo ausentes nas células do embrido
(Raghavan, 1986). Estruturas semelhantes também foram encontradas
em erva-mate, destacando o papel de transporte desempenhado pelo
suspensor, além de um gradiente decrescente de complexidade da cé-
lula basal a calazal, como encontrado por Newcomb & Fowke (1974), em
Stellaria media.

Schulz & Jensen (1969), em Capsella, descrevem que as células do
suspensor sao mais vacuoladas, possuem mais reticulo endoplasmatico
e dictiossomos, mas menos ribossomos e coram menos intensamente
para proteinas e acidos nucléicos do que células do embrido. No estagio
cordiforme, as células do suspensor comecam a degenerar e gradual-
mente perdem sua capacidade de corar em reagdo a proteinas e acidos
nucléicos. Em contrapartida, Malik & Singh (1979) constatam que, cito-
quimicamente, as células do suspensor de embrides cordiformes de
Brassica campestris sao metabolicamente muito ativas, com excecédo da
célula basal, vindo a se desintegrar no estagio de torpedo. Singh et al.
(1980) sugerem que enzimas hidroliticas tem funcao significativa na
autdlise do suspensor de Tropaeolum majus, sendo que estas podem fa-
zer parte de algum processo responsavel pela degradacao das proteinas.
Segundo Nagl (1976a) e Malik & Singh, (1979) esta autdlise programada
ou autolise polar pode estar associada a utilizagdo do material litico
pelo proprio embrido, pelo menos segundo os dois Ultimos autores.
Gértner & Nagl (1980) e Raghavan (1986) analisando os indices de ati-
vidade bioquimica do suspensor, cita que possivelmente as modificagoes
citoquimicas mais representativas ocorram no suspensor durante a
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morte celular programada. Estas iniciam na por¢éo micropilar deste or-
gdo e apOs se estendem as demais células, como evidenciado também
por Nagl (1976) em Tropaeolum majus. Este processo de degeneracao
ocorre em Ilex paraguariensis através de MCP, de modo geral iniciando-
se na célula basal, em embridées em estagio cordiforme ou cordiforme-
tardio, na segunda quinzena do més de dezembro. Porém, deve ser
mencionado que nesta espécie podemos encontrar embrides em estagio
de torpedo que apresentam suspensor ativo, indicando que os mesmos
teriam superado o periodo de dormeéncia completando seu desenvolvi-
mento. Desta forma, haveria uma vantagem adaptativa de producéao de
embrides maduros em diferentes épocas do ano, garantindo o estabele-
cimento de novas plantulas

454 Morte celular programada

A MCP é um processo fisiologico de morte celular, envolvido na elimina-
¢do seletiva de células (Ellis et al.,, 1991). Segundo Greenberg (1996) a
morte celular em vegetais superiores foi amplamente observada e ocorre
de maneira previsivel, durante o desenvolvimento € em resposta a infec-
¢oes patogénicas. Evidéncias genéticas, bioquimicas e morfolégicas su-
gerem que esta morte celular seja um processo ativo e pode ser definido
formalmente como morte celular programada. Em alguns casos esta
morte celular pode ser mecanicamente similar a apoptose em células
animais desde que as células vegetais que estiverem morrendo, sejam
morfologicamente semelhantes a células apoptéticas, formando corpos
apoptoticos.

O termo apoptose foi utilizado por Kerr et al.(1972) para caracteri-
zar um modo particular de morte celular programada, com caracteristi-
cas citologicas tais como quebra da hélice de DNA, condensacéao e frag-
mentacao do nucleo, vesiculagcdo da membrana e condensacdo do cito-
plasma. O termo original grego significava a perda de pétalas das flores
ou perda de folhas das arvores (Havel & Durzan, 1996). Apoptose é uma
forma de morte celular na qual, a célula que esta morrendo, participa
ativamente na sua propria morte. Sob o aspecto morfologico é caracteri-
zada mais por contragdo do que por expansdo, como é observado na
morte de células por necrose (Cotter & Al Rubei, 1995). Os termos
morte celular programada e apoptose pouco diferem, razao pela qual
ocorreram varias confusoes conceituais, levando a argumentacoes esté-
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reis. Por este motivo, alguns laboratérios adotaram os termos mais ge-
1ais € menos restritos como morte fisiolégica ou morte ativa (Lockshin &
Zakeri, 1996).

Alguns autores tais como Durzan (1996) e Cotter & Al Rubei (1995)
se referem a apoptose como sendo sinonimo de morte celular progra-
mada. Wyllie et al. (1980) sugeriram que toda MCP ocorra via apoptose.
Ao contrario, Havel & Durzan (1996) e Schwartz et al. (1993) conside-
ram morte celular programada como um fenémeno diferente da apop-
tose. Os primeiros autores referem-se a existéncia de apoptose durante
0 desenvolvimento vegetal, na qual o nucleo e protoplasto sdo removidos
de maneira ordenada, comparavel com o que ocorre em animais. E uma
forma fenotipicamente distinta da delecao controlada de células ou
morte celular programada. A apoptose depende da expressao coorde-
nada de genes que regulam o ciclo celular e padrées de apoptose, de
maneira que ocorre eliminacéo irreversivel do nucleo e citoplasma. Este
fendomeno pode ser desencadeado por fatores de estresse externos,
sendo que a combinagdo de fatores externos e internos predispdem
apoptose (Wang et al. 1996; Williams & Smith, 1993). Schwartz et al.
(1993) citam que apoptose € um fenémeno tdo amplamente divulgado
que alguns autores assumiram que toda morte celular programada
ocorre através deste processo. Em alguns casos, as células entram em
apotose, porém os fragmentos do DNA néao sao detectados, sugerindo
um mecanismo de MCP distinto de apoptose. Williams et al. (1992) con-
sideram que apesar da morte ativa ocorrer em varios tipos de células de
mamiferos via apoptose, MCP e apoptose nao sao sinénimos.

Durzan (1996) se refere a apoptose como a eliminacao de células
envolvendo atividade de endonucleases, sendo diferente da necrose que
usualmente é definida como a converséo a tecido morto. E um processo
ativo de morte celular, que desempenha papel importante nas fases em-
brionaria, juvenil e adulta do desenvolvimento (Cotter & Al-Rubeai,
1995), ocorrendo variacdo no sinal inicial e eventos metabélicos que in-
duzem apoptose (Rodriguez et al., 1995). Um aumento substancial de
Ca*ocorre nas fases iniciais da apoptose e estes ions parecem ter papel
importante como indutores em certos casos de apoptose, ativando pro-
teinas (Cotter & Al Rubei, 1995; Ellis et al. 1991).

Este mecanismo pode também eliminar células de primoérdios es-
taminais em flores pistiladas de espécies unissexuais (Dellaporta & Cal-
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deron-Urea, 1994). Aparentemente, no aborto de flores esta sendo utili-
zado um s6 processo de MCP, porém diferentes mecanismos devem es-
tar envolvidos para regula-lo. Em Ilex paraguariensis, apos determinada
fase de desenvolvimento, as anteras (microesporoéfilos) das flores pistila-
das cessam o desenvolvimento, ndo produzindo graos de podlen assim
como o ovario permanece rudimentar em flores estaminadas. Este
evento nao foi comprovado histologicamente mas, certamente, estamos
diante de casos de MCP nesta espécie.

Wang et al. (1996), sugerem que a MCP também pode ocorrer no
tecido transmissor, através do qual o tubo polinico se desenvolve, sendo
um processo seletivo, uma vez que o tecido circundante permanece in-
tacto. Este fato é comprovado através da germinac¢ao de graos de podlen
incompativeis, cujos tubos polinicos nao progridem no seu desenvolvi-
mento, ndao acarretando morte das células do tecido transmissor.

Em Ilex paraguariensis, observou-se o afastamento entre as célu-
las, provavelmente pela acao de enzimas pectoliticas que atuaram sobre
a lamela média, mas nao foram observados sinais de morte destas cé-
lulas.

A morte celular, com caracteristicas de apoptose, pode ser induzida
em plantas por toxinas, altas concentragoes de sais e fatores quimicos
(Fukuda, 1997), porém, durante a xilogénese, a morte celular progra-
mada nao segue morfologicamente a ontogenia de apoptose observada
em c€lulas de mamiferos, devido ao fato de manter as paredes celulares
originais intactas (Jones & Dangl, 1996).

Também durante a morfogénese de estruturas como o tapete
(Goldberg et al. 1993), a coifa (Wang et al, 1996) e folhas lobadas
(Kaplan, 1984), processos de morte celular programada desempenham
um papel importante na expressao destas morfologias.

Outro relato evidenciando a ocorréncia de MCP em plantas foi feito
por Bell (1996) no qual este se refere a morte de trés células da tétrade
de megasporos, em Marsilea, como sendo via apoptose, citando que
ocorre um gradiente linear, nutricional ou de distribuicao de fatores de
crescimento, que determinam a viabilidade ao megasporo calazal.

A apoptose, nos vegetais, € caracterizada por picnose do nucleo,
perda da membrana nuclear, desaparecimento do nucléolo, fragmenta-
¢do do nucleo e citoplasma em corpos distintos (Bell, 1996; Havel &
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Durzan, 1996; Wang et al. 1996). A variagao na eliminacido de céiulas
vegetais € evidente. Pode ocorrer a eliminacao total de células durante a
ontogenia ou o suicidio gradual com total eliminagao do protoplasto e
parede. Pode ocorrer a delecao seletiva de organelas como no zigoto, ou
a permanéncia de protoplasto destituido de nucleo pode persistir por 1
ou 2 anos em elementos de tubo crivado (Havel & Durzan, 1996). Em
plantas, a morte celular seletiva é necessaria ao crescimento e sobrevi-
véncia e ocorre localizada ou em larga escala (Barlow, 1982), como
ocorre no xilema e na cortiga, sendo que o Uunico exemplo de morte ce-
lular programada durante a embriogénese vegetal € a degeneracao do
suspensor, quando o embrido atinge o estagio cordiforme (Schwartz et
al., 1996).

O suspensor € uma estrutura efémera, com funcéo especifica para
determinadas fases da embriogénese. A morte de suas cé€lulas é, geral-
mente, caracterizada como lise, autélise, degradacao, degeneracdo ou
processo histolitico, por diferentes autores. Entretanto, todos estes
eventos podem ser diagnosticados como sendo o processo de morte ce-
lular programada (MCP).

Nagl (1976) compara a autdlise do suspensor em Phaseolus
coccineus e Tropaeolum majus, sendo que o processo ocorre, citologica-
mente, de maneira distinta em cada uma das espécies. Em Phaseolus
coccineus ocorre a transformacdo de plastidios durante a autélise en-
quanto que em Tropaeolum majus a autoélise inicia com a transformacao
das mitocondrias.

A aparéncia das células apoptéticas, em animais, esta limitada a
apenas poucos minutos (Gavrieli et al. 1992). Em plantas, a eliminagéo
de células pode ser um processo mais lento que em animais (Wang et al.
1996). Em llex paraguariensis foi utilizado teste de deteccao de apoptose
para células animais pois o resultado da fragmentacao do DNA em ani-
mais e plantas, ou seja, quebra da hélice de DNA, condensacao e frag-
mentacao do nucleo, certamente € o mesmo. Entretanto, os resultados
nao foram satisfatérios e nao evidenciaram o processo, provavelmente
demonstrando que em erva-mate o mesmo ocorra também em um curto
~ espaco de tempo, necessitando secgoes de fases intermediarias para sua
visualizagéo.

No suspensor, a morte celular programada parece ser dependente
do estagio de desenvolvimento do embrido (Ellis et al.,, 1991). Em
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Arabidopsis, o suspensor entra em MCP quando o embrido se encontra
em estagio de torpedo e ndo esta presente na semente madura
(Schwartz et al.,, 1994). Em Phaseolus vulgaris (Gartner & Nagl, 1980),
como em llex paraguariensis, inicia no polo micropilar quando o em-
brido se apresenta em estagio de coracdo. As c€lulas desta estrutura
parecem receber da célula basal, fatores especificos de desenvolvimento,
necessarios para processar sinais oriundos do embrido (Ellis et al.,
1991).

Existem, em determinados vegetais, organelas especializadas que
possuem atividade hidrolitica e sdo formadas antes dos primeiros sinais
de degradagdo do suspensor. Esta degradacao inicia na célula basal,
que estd mais distal em relacdo ao embrido se movendo no sentido
acropeto, mostrando um comportamento gradativo e uma polaridade,
indicando uma autélise controlada e basipetal do suspensor. (Jones &
Dangl, 1996; Nagl, 1976). O mesmo comportamento foi observado em
erva-mate. Apesar de Schwartz et al. (1997) afirmarem que a funcao bi-

ologica da morte celular programada no suspensor ndo esta clara, a

polaridade das células do suspensor e a lise polar destas células mos-
| tram que o material encontrado nas células do suspensor maduro €
- transferido e utilizado pelo embrido (Gartner & Nagl, 1980; Natesh &
. Rau, 1984).

Ellis et al. (1991) afirmam que a MCP pode ocorrer simplesmente
para que haja remoc¢ao de c€lulas que nao sao mais necessarias e dar
lugar ao embrido em desenvolvimento. Yeung & Meinke (1993) citam a
ocorréncia de morte celular programada causando delecao do suspensor
e celulas de aleurona que desempenham fung¢des temporarias durante o
desenvolvimento.

A presenca de plastolissomos (Nagl, 1977) que apresentam ativi-
dade a fosfatase acida, pode ser observada em suspensor de espécies
taxonomicamente nao relacionadas, sugerindo que a presenca destes
pode ser uma caracteristica de 6rgaos embrionarios com func¢ao nutri-
cia, que estao sofrendo autdlise. Esta autolise, em Phaseolus vulgaris,
inicia no polo micropilar sendo que o reticulo endoplasmatico se trans-
forma em numerosas vesiculas que apos se transformam em corpos
multivesiculares e vacuolos autofagicos. Estes plastolissomos se trans-
formam em vactiolos autofagicos que englobam estruturas citoplasmati-
cas tais como reticulo endoplasmatico, gotas lipidicas e organelas

B
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(Gartner & Nagl, 1980). Estas estruturas equivaleriam aos corpos
apoptoticos observados em mamiferos. Em Ilex paraguariensis observou-
se que este processo sempre inicia na célula basal, se restringindo, por
um periodo relativamente longo de tempo, exclusivamente a esta c€lula.
Apesar das tentativas de identificar e detalhar utraestruturalmente este
processo, nao obtivemos sucesso, pois, como ja relatado em capitulos
anteriores, a preseng¢a de certas substancias, provavelmente cristais
protéicos, a partir de uma determinada fase da embriogénese, nao nos
permitiu obtencéo de secgbes passiveis de analise. Em microscopia op-
tica, ficou evidente que em erva-mate, estamos também diante de um
caso de MCP do suspensor. Este fenémeno fica evidenciado através de
caracteristicas peculiares tais como a presenca de substancias que as-
sumem a coloragao esverdeada, reagindo ao corante utilizado, externa-
mente a parede da célula basal, na regiao micropilar, sendo, provavel-
mente, compostos fenodlicos. A presenc¢a de proteinas, que assumem a
coloracao vinacea, com variadas caracteristicas morfologicas que su-
postamente estao representando varios graus de degradacao e/ou utili-
zacao destas, inicialmente observadas na célula basal, também & uma
caracteristica constante em células do suspensor que se encontram ou
ja passaram pelo processo de MCP. As mesmas caracteristicas observa-
das por Gartner & Nagl (1980), em embrides no inicio do estagio cotile-
donar, ou seja, ruptura do tonoplasto, que leva a auséncia de compar-
timentacdo e completa autélise da célula, foi observada na espécie em
estudo, onde a célula basal se mostrava desidratada, sem preservacao
do citoplasma. Esta ruptura do tonoplasto gera a formacao de vesiculas
e enovelados de membrana que caracterizam o final da autoélise (Nagl,
1976a), muito semelhante ao encontrado no material de Ilex
paraguariensis. Segundo Géartner & Nagl (1980), o nucleo é, aparente-
mente, a ultima organela a sofrer processo de lise, diferente do que
ocorre em espécies animais, onde um dos primeiros sinais de apoptose

€ a fragmentacao do DNA.

No programa ontogénico de enucleacdo do suspensor de Picea
abies (Havel & Durzan, 1996), um conjunto de proteossomos degradam
as proteinas do nucleo e nucléolo. Os produtos da degradacdo formam
uma complexa mucilagem que € liberada em meio de cultura (Durzan,
1996). Este substancias sao também observadas em llex paraguariensis
circundando a regido micropilar da célula basal do suspensor, porém
permaneceram duvidas quanto a sua origem € composi¢do, se SA0 pro-
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feinas ou compostos fenodlicos. Chapin & Kedrowski (1983) citam que
dltas concentracdes de compostos fendlicos podem levar a precipitacio
de proteinas antes da hidroélise destas, reduzindo a absorc¢ao dos nutri-

entes.

Apesar destas similaridades entre MCP em animais e vegetais, al-
guns aspectos da fun¢ao e mecanismos de MCP em plantas diferem dos
vistos em animais. Nos vegetais, as células ndo englobam, fagocitando
as células mortas adjacentes (Greenberg, 1996). Na auséncia de células
que fagocitam, o conteuido da célula vegetal englobado em corpos
apoptoticos, representam elementos de nutricdo para o tecido adja-
cente. O mesmo mecanismo que ocorre em animais é conservado em
plantas, porém nao é claro se todo o processo apoptético ou somente
fases deste ocorrem em plantas. As propriedades funcionais de apop-
fose ocorrem em plantas e o papel da morte celular programada parece
ter a mesma funcao que em animais, tanto em organismos sadios como
doentes (Wang et al., 1996).

Apesar dos mecanismos e sinais que desencadeiam a morte celu-
lar programada em animais e plantas ndo serem conhecidos, na sua
totalidade, seria interessante determinar se a MCP surgiu independente
no reino vegetal e animal ou se teve um ancestral comum do qual o pro-
cesso de MCP derivou (Greenberg, 1996).
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Conclusoes

Os estudos realizados nesta espécie objetivaram descrever as etapas da
embriogénese inicial e final, acompanhar e descrever a ontogenia do
suspensor € endosperma, no intuito de auxiliar na elucidagao das cau-
sas do longo periodo que os embrides llex paraguariensis necessitam
para completar o desenvolvimento e germinar e da baixa taxa de germi-
nabilidade.

Estudos anatomicos realizados em microscopia optica e eletronica de
varredura e transmissao, esclareceram e/ou demonstraram o seguinte.

U As diversas etapas do processo da fecundacéo, desde a germinacao
do grao de polen até a formagao do zigoto, sendo que uma caracte-
ristica peculiar € a nao penetragao das sinérgides. Este fato aparen-
temente nao interfere na singamia. Os demais eventos seguem os
padroes descritos para o género.

U A ontogenia do endosperma, sendo que nas fases iniciais foi possivel
classifica-lo como celular, segundo o sistema EODP.

0 Nas fases de endosperma ja completamente desenvolvido, ocorre uti-
lizacdo das reservas, observada através de modificagcbes de suas ca-
racteristicas morfolégicas, sendo que estas obedecem um gradiente
no sentido micropila-calaza e tegumento-embrido. Foram descritas
nove diferentes fases morfolégicas apresentadas pelas reservas do
embriao xenofitico durante a sintese, absor¢cido e translocacido das
mesmas. Seriam necessarios estudos quimicos especificos para de-
terminar o tipo de reserva protéica. Desta maneira seria possivel de-
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€ esporofitico € comum ao género, nao constituindo fator que possa
justificar o lento desenvolvimento dos embrides.

sua degradacao. Observou-se a lise da cé€lula basal e adjacentes via
MCP ou a destruicdo de paredes das células do suspensor contiguas
ao embrido. O suspensor pode, também, permanecer integro até o

‘embrido atingir o estagio de torpedo.

| Alise das células do suspensor, quer seja via MCP ou qualquer outro
processo de degradagdo, faz com que embrides nao prossigam seu
desenvolvimento. Somente aqueles embrides que permanecem com
suspensor, conseguem completar seu desenvolvimento e germinar,
cerca de oito meses apos plantio. Naqueles cujo suspensor € destru-
ido, os embrides necessitam de um periodo mais longo, talvez sendo
fatores externos como fotoperiodo e temperatura que desencadeiem,
entao, a ativagao de substancias que permitam completar seu des-
envolvimento e germinar. Esta deve ser uma estratégia adaptativa
desenvolvida pela planta, pois a produgao de sementes é abundante.

0 O aporte de nutrientes ao embrido esporofitico ocorre via suspensor
até uma determinada fase da embriogénese inicial. Foi observado um
gradiente de translocagdo de proteinas que ocorre da planta-mae
(esporéfito), passando pelo suspensor, alcangando o embrido esporo-
fitico. Apos o estagio piriforme, ocorre a utilizagdo tanto das reservas
do endosperma, como de substancias sintetizadas ou translocadas
pelo suspensor. Completam o desenvolvimento apenas embrides que
permanecem com suspensor. Nestes as reservas do endosperma ja

foram utilizadas.

U Tanto endosperma como suspensor séo importantes fontes de nutri-
entes para que o embrido complete seu desenvolvimento. Sendo que
no caso da erva-mate, a funcgao do suspensor ndo se limita a estagios
iniciais da embriogénese, como citado na literatura, para a maioria

das espécies de Angiospermas.



Capitulo
6

Figuras




Figs. 1 ¢ 2: Aspecto geral de ramos de arvore de /lex paraguariensis St. Hil. 1. Flores
pistiladas em difcrentes estagio de pos-antese. Barra=4.2mm: 2. Frutos em diferentes
cstagios de desenvolvimento. desde brancos a vinaceos. Barra=7.3mm
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Fases do Ciclo Reprodutivo em llex paraguariensis St. Hil.
16
|
|
15
Periodo
de
‘ dorméncia
Embrites J
B iforme ¢ vegetativa
| cordiforme tar-
dio
1
S (2° quinzena)
“ O (1° quinzena)
| Antese da flor
' e fecundagdo(1; 2)

O (2° quinzena)
Formagéo do zigoto
e endospemogénese ( 3a; 3b)
N (1° quinzena)
Proembrido com 2 e 3 células (.4; 5)
(lignificagdo do endocarpo)

N (2° quinzena)
Proembrifio com 4 e 7 células (6; 7)

Q 1 2 :
13

Embrides

cordiforme e

cordiforme tar-

0 o 3
dio (14) D (2° quinzena) D (1° quinzena)

Embrides globular, proembrides quadrante,

cotiedonar, cordiforme, octante e embrido piriforme (8a 10)
cordiforme tardio (11a 13)

(inicioMCP-Apoptose)

Figura 3: Esquema do ciclo reprodutivo, no espago temporal, de um individuo pistilado de Ilex
paraguariensis St. Hil.. Proporgdes dos desenhos nio correspondem ao observado. Os meses estio
representados por suas letras iniciais. Ilustragfio adaptada de Owens, J.N. ef al., 1997.
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Figs. 4 a 6: Registros fotogrificos do experimento montado para obten¢do de dados sobre
embriogénese. apos a maturagio dos frutos. 4. Sementeira com sacos de tela plastica contendo
pirenos: 5. Pirenos de uma mesma coleta. em diferentes estagios de germinagio: 6. Plantulas
observadas em 15/12/96. provenientes de pirenos plantados em 10/03/96.
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Figs. 7 a 9: Eletromicrografias em Microscopia de Varredura, de flores pistiladas de llex paraguariensis
St. Hil. 7. Secgdo transversal da regido mediana de ovario pentacarpelar; 8. Detalhe da epiderme da
corola, na face adaxial, com células papilosas com estrias epicuticulares; 9. Detalhe do estaminddio de

posicdo alternipétala.
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Figs. 10 a 12: Eletromicrografias em Microscopia de Varredura, de flores pistiladas de [llex
paraguariensis St. Hil:. 10. Secgdo longitudinal da flor com evidéncia do estigma séssil (es); ovario
(0); tecido transmissor (tt); compito (¢); loculos (1); rudimentos seminais anatropos (rs); pétalas (p);
11. Detalhe da porgdo superior do gineceu, com evidéncia da superficie estigmatica (se) com grios de
polen (gp), do tecido transmissor (it ) e do compito (c); 12. Detalhe maior da superficie estigmatica
(se) com sinais de secregdo (sc); presenca de grio de polen em germinagdo (gp) com tubo polinico de
penetragdo apoplastica (tp) .
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Figs. 13 a 16: Sec¢des longitudinais do gineceu de /lex paraguariensis St. Hil.. observadas sob Microscopia
Optica ¢ Eletronica de Varredura. 13. Detalhe do estigma (cs) ¢ zona de interface estigma/ovirio. Destaque
da superficic estigmatica (se) e tecido transmissor (tt). barra=150 pm: 14. Detalhe maior das papilas (p) do
tecido transmissor. em secc¢fio transversal. com espessamento de parede e material secretado (sc) ao seu
redor. barra=20 pm: 15. Parte do obturador funicular (of). com caracteristicas histologicas (papilas -p-)
semelhantes ao tecido transmissor. Observa-se a secrecdo (sc) presente junto as papilas. barra=30 pm: 16.
Eletromicrografia. em M.E.V.. da mesma regido da figura 15. com projeg¢io das papilas (p) do obturador
funicular (of) para a regido locular (lo): células da parede interna do carpelo de contorno isodiamétrico
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Figs. 17 e 18: Fotomicrografias do rudimento seminal anatropo de /lex paraguariensis St. Hil, ecm secgdo
longitudinal mediana. 17. Aspecto geral da morfologia do rudimento. com evidéncia do loculo (lo).
obtutador funicular (of). drusas (dr). feixe vascular (fv) em posi¢do dorsal ¢ parte do tecido transmissor
(tt). barra=150 pm: 18. Detalhe do ginofito logo apos a fecundagio (gi). aparelho fibrilar (af). coluna
hipostatica (ch) ¢ obturador funicular (of). com células papilosas. sobre o canal micropilar (cmi). barra=
50 um
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Figs. 19 ¢ 20: Fotomicrografias da porcdo central do rudimento seminal de /lex paraguariensis St. Hil,
em secgiio longitudinal. 19, Detalhe da face interna tegumento com diferenciagiio do endotélio (ent):
celulas do endosperma (en) com reservas de amido (am): antipoda em degeneragdo (an): coluna
hipostatica (ch). barra=10pum: 20. Detalhe maior da zona limitrofe entre as células do endotélio (ent) ¢

as células da coluna hipostaitica (ch). barra=3pm



Figs. 21 ¢ 22: Folomacrografias das diferengas morfologicas entre frutos de duas arvores de
[fex paraguariensis St. Hil. no Jardim Botanico da Fundac¢io Zoobotinica do Rio Grande do
Sul. 21. Fruto arredondado da arvore identificada localmente pelo n” 32. barra=0.5 mm 22.

Fruto alongado da arvore identificada localmente pelo n® 17. barra=0.5 mm
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Figs. 23 a 25: Folomicrografias de flores de /llex paraguariensis St.Hil. em sec¢io longiludinal. 23.
Superficie estigmatica (ses) com griio de polen (gp) germinado. barra=10 pm: 24. Tubo polinico (tp). no
tecido transmissor. com célula generativa (cg) e nucleo vegetativo (nv). barra=5 pum: 25. Tubo polinico
(tp). no tecido transmissor, com gametas (g) ¢ nucleo vegetativo (nv), barra=3 pm
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Figs. 26 a 29: Fotomicrografias em Microscopia de Polarizagio de flores pistiladas de /lex
paraguariensis St Hil., em secciio longitudinal. 26. Aspecto do estigma (es). tecido transmissor (tt) e
vascular (Lv). este apresentando drusas (dr). barra=20um: 27. Detalhe do tecido vascular (tv). rudimento
seminal (rs) ¢ parede do ovario. com drusas. barra=20pum: 28. Vista geral da flor com as zonas de maior
concentraclo destes cristais: estigma (es). tecido transmissor (tt). tecido vascular (tv). loculo (1).
rudimento seminal (rs). barra=350pm: 29. Detalhe de células contendo drusas (dr). barra=10pm
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Figs. 30 ¢ 31: Fotomicrogralia e cletromicrografia em M.E.V. do ovirio de [lores pistiladas de /lex
paraguariensis St. Hil. seccionado longitudinalmente. 30. Regifo lateral ao loculo. com células
contendo corpos protéicos (cp). barra=10 pm: 31. Células com grande quantidade de corpos protéicos
(cp) de dimensdo variada. na mesma regido da figura 30

(3]



Figs. 32 a 35 Fotomicrografias ¢ desenho esquematico. do polo micropilar do ginofito de /lex
paraguariensis St. Hil.. em sec¢o longitudinal. 32. Defalhe da oosfera (o). barra= 20 pm: 33.
Sobreposiciio das secges das figuras 32, 34 ¢ 35 mostrando o aparelho oosférico completo. ¢
descarga do tubo polinico (tp): 34. Detalhe do sincdrio-pro-endospérmico (sp). barra=20 pm: 35.
Sinérgides ndo-penetradas (si) com vacuolo (v) no polo calazal: contetdo da descarga do tubo
polinico (1p). destaque para amido (am) nas sinérgides: aparelho fibrilar (af) no polo micropilar
das sinérgides. barra=20 um
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Figs. 36 a 38: Fotomicrografias do rudimento seminal de /lex paraguariensis St. Hil.. secccionado
longitudinalmente. com detalhe da regiio micropilar. 36. Inicio do processo de lignificagdo das
células (cl) proximas da regido micropilar. com a presenga de drusas (dr). em células contiguas a csta
zona, barra=20 pm: 37. Detalhe maior da células (cl) do capuz. micropilar, em estigio avangado de
lignificacdo. barra=10 pm: 38. Cristais do tipo drusas (dr). armazenados proximos a regido
micropilar. evidenciados sob luz polarizada, barra=20 pm
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Figs. 39 a 42: Fotomicrografias do rudimento seminal de /lex paraguariensis St. Hil.. em secgido
longitudinal. durante a endospermogénese. 39. Nucleo endospermogenético (ne) com corddes
citoplasmaticos: zigoto (z). sinérgide (si). antipodas degeneradas (an). endotélio (ent). coluna
hipostatica (ch). barra=20 pm: 40. Divisdo do niicleo endospermogenético. com placa equatorial (pe)
evidente, antipodas degencrando (an). sinérgide (si). contetido da descarga do tubo polinico (tp).
barra=20 pm: 41. Endosperma bicelular com compartimento calazal (cc) ¢ compartimento micropilar
{cm), zigoto (z). barra=20 pm: 42. Endosperma com quatro células (a. b. ¢. d). grios de amido (am)
evidentes e zigoto (z), barra=20 um
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Figs. 43 a 46: Fotomicrografias do rudimento seminal de /lex paraguariensis St. Hil.. em secgio
longitudinal. 43. Aspecto geral da semente. zigoto () indicado com scta: endosperma na regido micropilar
(m). regido mediana (rd) ¢ regido calazal (rc). barra=30 pm: 44. Endosperma na regido mediana. com
células de paredes delgadas e nucleo (n) parietal. grandes vactiolos (v). citoplasma pouco denso. barra=
2um; 45. Endosperma na regido micropilar. com células de contetido denso. pequenos vacuolos (v) ¢
amido (am). também presente no zigoto (z). barra= 20pm: 46. Regido calazal com células de aspecto
fusiforme (cf). citoplasma denso ¢ pequenos vacuolos. barra= 20pm
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Figs. 47 a 49: Fotomicrografias do endosperma de sementes de /lex paraguariensis St. Hil.. em secgio
longitudinal, em inicio de especializagio. Embrido em estagio piriforme a globular. 47. Aspecto geral do
endosperma. citoplasma pouco denso. grandes vacuolos (v), nucleo (n) proeminente. Nio ha acumulo de
reservas, barra=20pm: 48. Detalhe da figura 47, salientando o nucleo (n) ¢ cordio citoplasmatico (cc).

. vaciolo (v). barra=10pm: 49. Célula do endosperma encontrada em embrides em estagio piriforme: célula

em metdfase (dc); inicio de especializagdo. caracterizado pelo vacuoma (ve), barra=10um. Secgdes das
figuras 47 ¢ 48 foram submetidas ao reagente Coomassie Blue. niio apresentando reacdo positiva.



98

Figs. 30 e 51: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissido de células do endosperma de llex paraguariensis
8t Hil.. Gradiente da regido do tegumento (parte superior) & regido proxima ao embrifio (parte inferior). 50. Células
do endosperma de embridio globular; proplastidios (pp), reticulo endoplasmatico rugoso (rer); vactiolos (v) com
granulagdes protéicas, niicleo (n) com nucléolo (nl) , paredes celulares (pc) pouco espessas, células mais proximas
# tegumento (t) com citoplasma mais denso e as mais proximas a cavidade digestora (cd) com maior quantidade de
corpos lipidicos (cl), barra=8um; 51. Células do endosperma de embrido cordiforme, evidenciando espessamento das
paredes (pc) e gradiente no aumento de deposi¢do de reservas no sentido superior-inferior; células proximas ao
fegumento (t) com menor quantidade de reservas, do que as proximas ao embridio; vactiolos contendo proteina (pr)
tircundados por corpos lipidicos (cl), barra=8um
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Figs. 52 e 53: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo de células do endosperma, de sementes de
llex paraguariensis St. Hil., com embrides em estagio cordiforme. Sementes semeados em margo de 1997 e
refiradas do solo em 06/05/1997. 52. Aspecto geral de uma célula localizada na regido abaixo e ao lado dos
cotilédones. Detalhe identifica a regifio observada. Paredes (p) espessas, reservas protéicas (pr) rodeadas por
corpos contendo lipidios (cl), barra=2,5pm; 53. Detalhe de um vaciolo contendo reservas protéicas (pr)
adensadas, com aspecto granuloso, rodeado por corpos lipidicos (cl) de diferentes tamanhos, barra=1pm
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Figs. 54 e 55: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de células do endosperma, de sementes
de llex paraguariensis St. Hil., com embrifio em estigio cordiforme tardio. 54. Regifio assinalada no detalhe
localiza célula com reservas protéicas (pr) amorfas, dentro de vactolos, estas rodeadas por corpos lipidicos
(cl), com adensamento (al) destas substincias na regifio periférica das mesmas. Citoplasma, com
dictiossomos (dc) e reticulo endoplasmdtico rugoso (rer) com ribossomos (r); parede celular (pc),
barra=500nm; 55. Células da regifio assinalada no detalhe, com reservas protéicas (pr) amorfas dentro de
vactiolos, com cavitagdes esféricas nfo eletrodensas (ce) e zonas com adensamento protéico (apr); vactolos
protéicos rodeados por corpos lipidicos (cl), com adensamento (al) destas substdncias na regido periférica;
parede celular (pe), barra=1pm
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Figs. 56 e 57: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissio, de células do endosperma de sementes
de Ilex paraguariensis St. Hil., com embridio em estagio cordiforme tardio. 56. Detalhe localiza células da
regido proxima ao suspensor, apresentando proteinas cristalizadas (per), dentro de vactiolos. Corpos
menores com reservas lipidicas (cl), paredes celulares sinuosas (ps) com invaginagdes (in), e sinais de lise
celular (Ic), barra=2pm; 57. Detalhe com localizagdo de células do endosperma, na regido entre suspensor e
embrido: vaciolos contendo reservas protéicas (pr), com aspecto granuloso, rodeados por corpos com
reservas lipidicas (cl); observam-se proplastidios (pp) e paredes celulares sinuosas (ps), barra=2um



Figs. 538 a 61: Fotomicrografias do zigoto de /lex paraguariensis St.Hil.. seccionado longitudinalmente.
em diferentes fases de desenvolvimento. 58. Zigoto (z) com vaciolo (v) no polo micropilar. nicleo
com dois nucléolos, um pertencente a oosfera (no) € outro ao gameta masculino (ng). amido (am).
barra=10pum:; 59. Zigoto com vactiolo na por¢do micropilar (vm) ¢ calazal (vc). amido (am)
contornando 0 nucleo: restos da descarga o tubo polinico (rt); sinérgide degenerada (sd). barra=10pm:
60. Zigoto alongado. vaciiolo (v) no polo micropilar. amido (am) contornando o nicleo. barra=10pm:
61. Profase mitotica. com placa equatorial evidente (pc). amido (am). sinérgide degenerada (sd).
barra=10pm



Figs. 62 a 65: Fotomicrografias da embriogénese inicial em llex paraguariensis St. Hil.. ecm secgdes
longitudinais. 62. Proembridio bicelular. com célula basal (cb) e vactolo (v) no polo micropilar. célula
apical (ca) com vacuolo (v) de mesma orientagdo: endosperma (en): tegumento (1), barra=10 pm: 63.
Procmbrido linear com trés células; célula basal (cb). célula apical se dividiu. dando origem as células (1)
¢ (I'); reservas protéicas (pr) no embrifio e tegumento: endosperma (en): tegumento (t), barra=10 pm: 64.
Proembrido lincar com cinco células. derivadas da célula 1. célula basal (cb). endosperma (en):

legumento (1), barra=20 pm; 65. Proembrido lincar com scte células. célula basal (cb); endosperma (en):
tegumento (t). barra=20 pm



Figs. 66 a 69: Fotomicrografias da embriogénese inicial de sementes de /lex paraguariensis St. Hil.. em
secgdes longitudinais. 66. Aspecto geral de proembrido com sete células. com divisdo longitudinal de
uma das células do suspensor (st) e célula basal com vactolo no polo micropilar. endosperma (en):
tegumento (t). barra=10pum; 67. Detalhe da divisdo longitudinal (dl) da célula em posi¢do calazal do
proembriio com sele células. que origina o embrido quadrante: hipéfise (hi): endosperma (en).
barra=10pum: 68. ¢ 69. Vista do embrido quadrante. em dois planos de foco. Em detalhe. célula
subapical apos a divisdo. com um dos nicleos presentes na figura 68 (n1) ¢ outro na figura 69 (n2):
suspensor (s). barra=10pm
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Figs.: 70 a 73: Fotomicrografias da embriogénese inicial em /lex paraguariensis SLHil.. em secgbes
longitudinais. 70. Proembrido octante. nucleos (n) proeminentes ¢ ocorréncia de divisdes longitudinais
(dl); endosperma (en), barra=10pm: 71, Proembrifio poés-octante. célula em teldfase (te). que originard a
proloderme: endosperma (en). barra=10um: 72. Proembrido pos-octante. células que compde o suspensor
estdo em outra sec¢do; actmulo de corptisculos vindceos (cv) na regido micropilar e células do tegumento
(1): endosperma (en), barra=20um: 73. Embrifio piriforme com protoderme (pd). meristema fundamental
(mf). inicio de formacdo da cavidade digestora (cd ); espagos intercelulares proximos ao suspensor (s) com
substiancias pécticas e/ou proteinas (sp/p). células do tegumento (t) com acumulo de substincias roseas:
hipofise (hi); endosperma (en). barra=20pum
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Figs. 74 a 77: Fotomicrografias de seccles semifinas, de embrido de llex paraguariensis StHil.. em
estagio globular, em secgdes longitudinais, 74. Vista geral do embrido (em) com suspensor (s) e cclula
basal (cb). circundados por ¢ndosperma (en) integro, e em processo de digestdo. formando a cavidade
digestora (cd). barra=100 pm: 75. Detalhe do suspensor (s) com célula basal (cb) ecm destaque. barra=100
um: 76. Detalhe das células da cavidade digestora, células com substincias de reserva (r). barra=100 pm:
77. Zona limitrofe cntre endosperma ¢ tegumento: células do tegumento () com conteido roseo:
endosperma com cuticula (c). células da camada externa do endosperm (en). nio cspecializadas. mais
infernamente com inicio de especializagdo (enc). barra=100 pm



Figs. 78 a 80: Folomicrografias. de embrido de /lex paraguariensis St. Hil. em estagio globular. em secgdes
longitudinais 78. Embnido (em). com protoderme (pd) ¢ meristema fundamental (mf) diferenciados:
suspensor (s). célula basal (cb) evidente; tegumento (t): células do endosperma (en) em diferenciacio e
inicio de formagdo da cavidade digestora (cd): “capuz™ de células lignificadas na regido micropilar (cl).
barra=30 pm: 79. Detalhe das células do endosperma. em diferenciagdo. formando vactolos (v): nicleo (n).
barra=20 pum; 80. Gradiente de diferenciagio das células do endosperma: a direita. células do tegumento (t).
em lise. epiderme e células adjacentes do endosperma pouco (enp) diferenciadas com vactolos grandes.
scguindo a esquerda. em dire¢do ao embrido. vacuolos menores ¢ em maior quantidade (env): nucleo (n).
barra=10 pm. Obs.: nas figuras 79 ¢ 80 as seccdes foram submetidas ao reagente Coomassic Blue.
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Fig. 81: Eletromicrografia em Microscopia de Transmissdo de um embrido (em) de llex paraguariensis St.
Hil., em estagio globular, seccionado longitudinalmente, com protoderme (pd), meristema fundamental
(mf), suspensor (s), hipofise (hi); endosperma (en) e cavidade digestora (cd), em evidéncia, barra=5pum.
Detalhes de cada area demarcada, encontram-se nas figuras com as letras correspondentes.
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Figs. 81a, b: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de células de embridio de llex
paraguariensis St. Hil. em estigio globular. a. Célula do embrifio em divisfo, inicio da formagio da
parede celular com vesiculas dictiossémicas (vdc) na placa equatorial e dictiossomos (dc); plastidios (pl);
mitocdndria (mi); nicleo (n) com cromatina ainda adensada, formagdo de reservas lipidicas (rl), reticulo
endoplasmatico rugoso (rer), plasmodesmos (pl), barra=1pm; b. Célula do embrifio, recém dividida,
parede celular (pe), nicleos (n) com nucléolos (nl), vactiolos contendo enovelados de membranas (vm),
reservas lipidicas (rl), reticulo endoplasmatico (re), plastidios (pl), mitocondria (mi), barra=1pum
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Figs.81¢, d: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de células do endosperma, de sementes de
llex paraguariensis St. Hil., embridio em estdgio globular. ¢. Células da regifio lateral ao suspensor, com
citoplasma denso, niicleo (n) em posigdo central, nucléolo (nl), grande quantidade de mitocondrias (mi),
parede celular (pc) pouco espessada, vesiculas dictiossdmicas (vd), proplastidios (pp), reticulo
endoplasmatico (re); setas indicam inicio de formagfo de vaciiolo que ird acumular proteinas, barra=8 um;
d. Célula do endosperma localizada na cavidade digestora, parede celular (pc) expandida, lamela média
(Im) identificavel, niicleo (n) e nucléolo (nl), grande quantidade de reservas lipidicas (rl), mitocondrias (mi),
dictiossomos (dc) e alguns proplastidios, barra=2 pm



Figs. 81e, f: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de sementes de [lex paraguariensis St.
Hil., embridio em estagio globular. Células do endosperma, durante a formagdo da cavidade digestora. e.
Célula com paredes altamente hidratadas (ph), com lamela média (Im); nicleo (n) e nucléolo (nl), reservas
lipidicas (rl); reticulo endoplasmatico rugoso (rer), vacuolos contendo enovelado de membranas (vm),
barra=1pm f. Detalhe da parede celular expandida, com aspecto fibrilar alterado (fb) e lamela média (lm);
grande quantidade de ribossomos (rb) e reticulo endoplasmatico (re) préximos a plasmalema, barra=100nm



112

Figs. 81g, h: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de células do suspensor de embrido de
llex paraguariensis St. Hil. em estdgio globular. g. Célula basal (cb) com invaginages (in) e vactolo (v)
no polo calazal, nicleo (n) com cromatina adensada, mitocéndria (mi), plastidios (pl), dictiossomos (dc);
parede periclinal externa envolta por compostos fenélicos (cf), endosperma (en), barra=2pm; h. Células do
suspensor, com nucleo (n) ativo, poucos plastidios (pl), poucas reservas lipidicas (rl), mitocondrias (mi),
dictiossomos (dc), reticulo endoplasmatico (re), barra=2pm



Figs. 82 a 84: Fotomicrografias. de secgdes longitudinais de embridio de /lex paraguariensis St. Hil. em
estagio cotiledonar. 82. Embrido (em) com inicio de formagido de cotilédones (co). procimbio (pc):
cavidade digestora (cd) e células do endosperma (en); tegumento (t): “capuz” de células lignificadas na
regido micropilar (cl). barra=50 pm: 83. Detalhe de células do endosperma. com vacuolos (v) com
acumulo reservas protéicas (pr). lipidios (Ip) contornando os mesmos. barra=20 pm: 84. Gradiente dc
diferenciagiio das células do endosperma: a direita. células do legumento (t). em lise; epiderme ¢ células
adjacentes do endosperma (en) com vacuolos com pouca quantidade de substincias protéicas. 4
esquerda. em direcdo ao embrido (ene). grande quantidade de vactiolos protéicos (pr). circundados por

lipidios (Ip). barra=10 pm. Nas figuras 83 ¢ 84 as sccgdes foram submetidas ao reagente Coomassic
Blue.
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Figs. 85 a 87: Folomicrografias. de seccdes longitudinais: de embriiio cordiforme de /lex
paraguariensis St. Hil.. 85. Aspecto geral do embrido. com protoderme (pd). meristema fundamental
(mf). procambio (pc). ¢ primordio radicular (prc) diferenciados: cavidade digestora envolvendo o
embrido (cd) e acimulo de proteinas (pr) na regido micropilar do endosperma; tegumento (t): “capuz”
de células lignificadas (cl). na regido micropilar. barra=50pm; 86. Aspecto geral do endosperma com
celulas especializadas. contendo proteinas (pr) circundadas por lipidios, barra=20pm: 87. Delalhe de
células do endosperma. evidenciando proteinas (pr) circundadas por lipidios (lp). nicleo (n).
barra=10pm. Nas figuras 86 ¢ 87 as seccdes foram submetidas ao reagente Coomassic Blue.



Fig. 88: Eletromicrografia em Microscopia de Transmissdo, de parte do embrido cordiforme de flex
paraguariensis St. Hil.. Células do suspensor (s), hipdfise (hi), parte da protoderme e meristema
fundamental do embrifio (em), algumas células com nicleo bem evidente (n); endosperma (en) nos
flancos do suspensor; reservas lipidicas (rl) e protéicas (pr) presentes em todas as células, grande
quantidade de mitocondrias (mi), enovelados de membrana (me), plastidios (pl), barra=2pm;
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Figs. 89 a 91: Fotomicrografias de sec¢des longitudinais de sementes de /lex paraguariensis St Hil.. de
frutos maduros. coletados em 20/12/95-FZB-RS. 89. Aspecto geral do embriio (em) em cstigio
cordiforme. protoderme (pd), meristema fundamental (mf) ¢ procimbio (pc) diferenciados: granulos
protéicos (pr). formando massulas. na regido micropilar: inicio de acimulo de reservas lipidicas (rl) no
embrido: cavidade digestora (cd): endosperma (en): tegumento (1): células do “capuz”. lignificadas (cl).
barra=50pm: 90. Detalhe da regiio micropilar. embrido (em). suspensor (s). célula basal (cb) com nucleo e
grande vacuolo: suspensor ¢ endosperma (cn). com granulos protéicos (pr): cc¢lulas do tegumento (1) com
substincias esverdeadas (compostos fendlicos). barra=20pum; 91. Células do endosperma (en). na regido
micropilar, com acimulo de grinulos protéicos (pr). cavidade digestora (cd). tegumento (t) com células
em lise (cl). barra=20pm
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Fig. 92: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de embrifo de llex paraguariensis St. Hil., em
estagio cordiforme. Suspensor em processo de Morte Celular Programada (MCP-Apoptose); célula basal (cb)
com proteinas cristalizadas (cpr), estas nfo presentes nas células adjacentes; micleo aparentemente picnético
(n), presenga de reservas lipidicas (rl); parede celular muito espessa (pc); células do suspensor adjacentes a
célula basal com grande quantidade de reservas lipidicas (rl), micleo (n) e carioteca evidentes, paredes
espessas, com invaginagdes (in), barra=2pm
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Figs. 93 a 95: Fotomicrografias. de sec¢oes longitudinais, de semente de /lex paraguariensis St.Hil. com
embrido em estagio cordiforme tardio. 93. Embrido (em) evidenciando protoderme (pd). meristema
fundamental (mf) e procimbio (pc). rodeado pela cavidade digestora (cd) ¢ endosperma (en). proteinas
de coloragdo vinicea (pr) na regido micropilar do endosperma ¢ no meristema fundamental do embrido
(detalhe em M..ET.. fig. 96). barra=50pm; 94. Detalhe da figura 93 em M.O. ¢ da mesma regido. em
M.E.T.. fig. 97. barra=20pm:; 95. Detalhe da zona do meristema fundamental (cortical) do embrido (cm).
salientando os corpos protéicos (cpr). com acumulo destas substincias em posigdo periférica.
barra=10pm
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Fig. 96: Eletromicrografia em Microscopia de Transmissdo, de células da regidio assinalada no detalhe, de
embrido em estagio cordiforme tardio, de sementes de llex paraguariensis St. Hil. Nucleo (n) de posicio
central, nucléolo (nl) evidente, grande quantidade de reservas lipidicas (rl), inicio de sintese protéica

(pr): parede celular (pc) com espacgos intrcelulares (eic), ribossomos (r) em pequena quantidade,
barra=1pm.
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Fig. 97: Eletromicrografias em Microscopia de Transmissdo, de células do meristema fundamental, regido
assinalada no detalhe, de embridio em estagio cordiforme tardio, de sementes de Ilex paraguariensis St.
Hil.. O material ndo passou pelo processo de osmificagio em bloco. Nucleos (n) e nucléolos (nl) evidentes,
grande quantidade com reservas lipidicas (rl), vactiolos com proteinas cristalizadas (cpr), amiloplastos
(am) e parede celular (p) com pontoagdes, barra=3pm



121

v

Figs. 98 a 100: Folomicrografias de embrido e¢ endosperma de sementes de /lex paraguariensis St. Hil..
em secgdes longitudinais, submetidas a processos de extragdo as proteinas. 98. Aspecto geral da semente
tratada com dcido trifluoroacético. contendo embrido (em) em estigio cordiforme. proteinas (pr) ainda
presentes. cclulas ndo-penetradas pela resina (cn). cavidade digestora (cd). barra=50pm: 99. Aspecto
geral da semente tratada com solugdio para extragdo de proteinas lotais: embrido (em) em estigio de pos-
coragdo. células ndo-penciradas pela resina (cn). cavidade digestora (cd). células do “capur™ lignificado
(ch) na regido micropilar. barra=530pm: 100. Detalhe do endosperma da figura 99. com presenga de
proteinas (pr). ndo-extraidas apos o processo anteriormente citado. barra=20pm




Figs. 101 ¢ 102: Fotomicrografias de proteinas do endosperma na regido micropilar. de sementes de /lex
paraguariensis St. Hil.. em sec¢des longitudinais. 101. Células com vacuoma contendo proteinas amorfas
(pra) de coloracdo vindcea:. células com adensamento de proteinas (apr) em vacuolos: tegumento ().

barra=20pm: 102. Proteinas sob forma de cristais tipo espiculas (prc). no interior de vactolos ¢ proteinas
amorfas (pra). barra=20pm



Figs. 103 ¢ 104: Fotomicrografias, de diferentes padrdes de proteinas em semenies de /lex paraguariensis
St Hil., em secgdes longitudinais. 103. Vacuolos na regifio micropilar do endosperma. com actmulo de
substincias  protéicas (massulas-pr), barra=20pum; 104. Proteinas sob forma de filamentos (cadeias)

prot¢icos (fpr), vactolos com proteinas amorfas (pra) e vactiolos com massulas proteicas (mpr).
barra=10pum.



Figs. 105 a 107 Fotomicrogralias do suspensor de /lex paraguariensis St. Hil.. em inicio de Morte Celular
Programada (MCP-Apoptose). em secgdo longitudinal. 105, Célula do suspensor. abaixo da basal. com
massulas de proteinas amorfas (pra). compostos fenolicos (cf) envolvendo a cclula basal ¢ adjacente:
nacleo (n) da célula basal (cb): tegumento (t). barra=10pm: 106. Outra sec¢io do mesmo material da fig,
105, mostrando o ntcleo (n) da célula abaixo da basal. barra=10pum: 107. Célula basal (cb) de outro
cmbriio, com proteinas amorfas (pra) junto a parede celular, envoltas por halo hialino: compostos
fenolicos (cf) envolvendo a célula basal e adjacentes. barra=10pum
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Figs. 108 a 113: Fotomicrografias do processo de Morte Celular Programada (MCP-Apoptose) de células
do suspensor em embrides de /lex parguariensis St. Hil.. em seccoes longitudinais. 108. Célula basal cm
inicio de MCP: nucléolo evidente (nl). célula posterior com adensamento de cromatina (ac): células do
endosperma com vactolos com proteinas amorfas (pr). barra=10pm: 109. Célula basal ¢ poslerior com
paredes espessadas (pe), condensagio do citoplasma. adensamento protéico (apr). legumento (t).
barra=10um: 110. Célula basal (cb) ¢ posterior. sem evidéncia de vitalidade. com adensamento protcico
(apr). barra=10pum: 111. Suspensor em avangado estiagio de MCP. tanto da célula basal como das (rés
adjacentes: grande quantidade de compostos fenolicos nas paredes ¢ fora das células. reducio do volume
cclular. barra=20pum: 112. Célula basal desidratada. parcdes espessadas. com vilosidades (v1) ¢ composlos
fenolicos. os mesmos sendo observados fora desta célula, barra=10um: 113. Célula basal rompida (cbr).
paredes com compostos fenolicos (cf) e célula adjacente a esta com massula de coloragdo esverdeada no
scu interior (me). barra=20pm. Obs.: Destaque para a presenga de compostos fenolicos (cf). ao redor da
célula basal (regido micropilar). em todas as figuras.
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Fig. 114: Eletromicrografia em Microscopia de Transmissdo, de embrido de llex paraguariensis St. Hil., em
estagio cordiforme, seccionado longitudinalmente. Suspensor com caracteristicas de Morte Celular
Programada (MCP-Apoptose): célula basal (cb) difere citologicamente das demais; citoplasma (ci) menos
denso, cromatina (cr) desorganizada e agrupada no nucleo (n), paredes (p) espessas com invaginagdes (in-
vilosidades); polo micropilar envolto por compostos fendlicos (cf); mitocondrias (mi), endosperma (en).
Demais células com citoplasma (ci) denso, grande quantidade amiloplastos (am), plasmodesmos (pl), nicleo
(n) evidente, reticulo endoplasmatico rugoso (rer), poucas reservas lipidicas (rl), barra=3um
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Figs. 115 a 120: Fotomicrografias ¢ esquemas. do comportamento do suspensor em /lex paraguariensis
Si. Hil. nas diversas fases da embriogénese. em secgdes longitudinais. 115. Embrides (em) em estagio
cordiforme tardio com Morte Celular Programada (MCP-Apoptose) da célula basal (cb) e adjacentes:
compostos fenolicos (cf). dentro e fora da célula: cavidade digestora (cd). endosperma (en). barra=50um:
116. Detalhe da figura 115, barra=20um:; 117. Aspecto geral de embrido (em) em estagio cordiforme
tardio. com procimbio (pc) diferenciado ¢ lise de cclulas do suspensor (s): cavidade digestora (cd):
endosperma (en). barra=30pm: 118. Detalhe do suspensor da figura 117. mostrando lisc de células (lc).
através da degradagio da parede celular; formagio de substincias roseas nas células entre embriio ¢
suspensor (regido da hipofise). suspensor com nucleo integro (ni), em algumas células, barra=10pum: 119.
Embrido em estagio de torpedo (em), procimbio (pc). endosperma (en). cavidade digestora (cd): suspensor
integro (s). barra=150um; 120. Detalhe do suspensor do embrido (em) descrito na figura 119. com todas
as células (cs). inclusive a basal (cb), com seus respectivos nucleos; reservas protéicas (pr) de coloragio
vinacea em células do endosperma. ao lado do suspensor. barra=20pum. Esquemas representativos do
embndo ¢ suspensor, ao lado de cada série.
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Figs. 121 a 124: Folomicrografias de embriio em cstigio de torpedo (maduro), de sementes de /lex
paraguariensis St. Hil.. em secgdes longitudinais: pirenos plantados em margo e 1996. retirados do solo
em 06/12/96. 121, Vista geral do embrido (em) com suspensor presenic (s): endosperma (en) e pequena
cavidade digestora (cd): tegumento (t), barra=150pum; 122, Regido micropilar. mostrando suspensor ().
cclula basal (cb) integra. coifa (cf) e meristema apical radicular (mar) diferenciados: endosperma com
acumulo de proteinas (pr). barra=30pm; 123. Detalhe da coifa (cl) ¢ células do centro quiescente (cq).
barra=20pm: 124. Gradiente endosperma-embrido. da dircita para a esquerda: vactiolos com proteina
amorfa (pra). cavidade digestora (cd). embrifo (em), barra=10pm
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Figura: 125 a a 0: Desenhos esquematicos da embriogénese - em [lex paraguariensis St. Hil.. a. Zigoto
logo apds a fecundagdo; b. Zigoto em fase anterior 4 préfase mitética; ¢. Proembrifio bicelular; d.
Proembrido com trés células; e. Proembrido com cinco células; f. Proembrifio com sete células; g.
Formacgdo do proembrido quadrante, com divisdo longitudinal de célula do suspensor; h. Proembrido
octante, barra figs. a, b, ¢, d =80 pum; barra figs. e, f, g, h =160 pm; i. Detalhe do proembrifio pds-octante
com inicio de diferenciacdo da protoderme; j. Embrifio piriforme, com protoderme e - meristema
fundamental; k. Embrido globular; L. Embrido cotiledonar; m. Embrido cordiforme; n. Embrido cordiforme
tardio; 0. Embrifio em estdgio de torpedo; barra fig. i =20 pm; barra fig. j =40 pm; barra figs. k, 1 =100 pm;
barra figs. m, n =200 pm; barra fig. 0 =400pm
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