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RESUMO.
O trabalho aqui apresentado descreve, anatomicamente e

citologicamente, as transformacdes ocorridas durante a ontogenia e
maturacdo dos androsporangios, seus estratos parietais, esporogénese,
gametogénese de Ilex paraguariensis St.Hil. (Aquifoliaceae) e ontogenia da

esporoderme.

As flores estaminadas de Ilex paraguariensis sao tetraestaminadas.
Cada estame compOe-se de ‘uma antera alongada longitudinalmente, com
deiscéncia rimosa, suspensa por um filete que se alonga durante a antese.
As anteras sdo tetrasporangiadas. Os esporangios estdo agrupados dois a
dois em cada teca. Cada teca é composta de dois grupos de células
iniciais, separadas por um septo parenquimético permanente. A ontogenia
dos estratos parietais é do tipo dicotiledonea e resulta na formacdo da
epiderme, endotécio, camada média e tapete. As células iniciais do
esporiangio ainda originam as células do tapete interno. A formagao do
arquespério é muito tardia e da-se somente apds a diferenciacdo das

células do tapete.

A epiderme é formada por células papilosas na deiscéncia, dotadas
de uma parede periclinal externa estriada e de comunicagbes entre as
paredes radiais. O endotécio é geralmente bi ou triestratificado e
caracteriza-se pela presenga de espessamentos secundarios lignificados,
em forma de "U" ou ferradura. Estes sdo importantes na deiscéncia da
antera, que ocorre independentemente em cada esporangio, sem dissolugdo
dos septos. O tapete é polipléide quando maduro e apresenta mais de um
estrato de células no tapete interno. Corplsculos de Ubisch (orbiculos) e
uma membrana peritapetal recobrem a superficie periclinal interna e a

parede periclinal externa, respectivamente, das células do tapete. Na
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deiscéncia, persistem apenas a epiderme e o endotécio.

O tecido arquesporial é formado por uma massa de células que sofre
mitoses para aumento do seu nimero, antes da meiose. A citocinese
meidtica é simultdnea e os andrésporos envoltos por calose estdo dispostas
em formagdo tetraédrica. Apés a dissolugdo da calose, os andrésporos
livres no fluido locular sofrem um aumento de volume mediante
vacuolizagdo do citoplasma, o que também acarreta a polarizagdo do niucleo
hapléide. A mitose do andrésporo dia origem & célula generativa periférica
e a célula vegetativa. A célula vegetativa acumula grdos de amido no seu
citoplasma. Antes da antese, estes sdo metabolizados. A célula generativa é
englobada pela vegetativa e, ja binucleada, forma com o nicleo vegetativo,

a unidade germinativa masculina.

Os graos de pélen sao tricolporados, intectados. A estratificacdo da
esporoderme compreende a primexina, a exina, subdividida em ectexina e
endexina, a medina e a intina. A primexina péctica permanente é
importante para a determinagdo do padrédoada exina. A ectexina é derivada
de atividade esporofitica e gametofitica enquanto a endexina apenas da
atividade gametofitica. A medina péctica tem grande importiancia fisiolégica
durante a germinagido do tubo polinico e acomodagdo das mudangas de
volume. A intina, a iiltima camada a ser sintetizada e com constituigdo

provavelmente celulésica, é hialina e extremamente delgada.
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1. INTRODUCAO.

Ilex paraguariensis St.Hil., a erva-mate, pertence a familia
Aquifoliaceae, ordem Celastrales. As plantas da espécie, que chegam a
atingir mais de doze metros de altura, tém aspecto arborescente e
apresentam flores imperfeitas reunidas em inflorescéncias dicasiais. As

suas folhas sao utilizadas para a preparacdo do cha-mate ou chimarrao.

O género Ilex é formado por cerca de 500 espécies e possui uma
distribui¢io que abrange as Américas (do sul do Canada ao rio da Prata),
a Asia Oriental e faixa tropical da costa do Pacifico, Europa
(mediterranica) e sul da Africa (GIBERTI, 1979). VArios pesquisadores
dedicaram-se ao estudo de aspectos embrioldégicos do género Ilex. HERR
(1959, 1961) realizou estudos sobre os padrdes de desenvolvimente do
6vulo, megagametdfito e endosperma, constatando diferencas genéricas
entre as espécies analisadas. Informagdes sobre a embriogénese de Ilex
opaca foram apresentadas por BARRET (1962) enquanto que HU (1975)
analisou o comportamento de embridées rudimentares, sob meios de cultura,
em onze espécies de Ilex. MARTIN (1977), estudou a morfologia do pdlen de
18 espécies do género Ilex, entre elas ILparaguariensis. HEUSER (1990) e
HEUSER et al. (1992) estudaram o endosperma e o embrido durante a

embriogénese tardia de ILparaguariensis.

Em geral, estudos sobre a esporogénese, gametogénese e
diferenciacao dos estratos parietais do esporangio masculino (epiderme,
endotécio, camadas médias e tapete) de espécimes pertencentes a familia
Aquifoliaceae sado escassos. Algumas caracteristicas da ordem Celastrales
foram descritas por JOHRI et alii (1992). Os caracteres relacionados ao
androsporangio e gametdfito sfAo: tapete do tipe secretor, citocinese

simultdnea das células-mde de pdlen e graos de pdlen bicelulados, com
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excegao da familia Stackhousiaceae. @ COPELAND (1963) descreve
suscintamente o androéfito e os estratos parietais do androsporangio de
Ilex cornuti, relatando que o endotécio é fibroso, o tapete é binucleado,
ndo restrito a apenas uma camada e os griaos de pélen com trés aberturas
tém uma superficie papilada. BREWBAKER (1967) estudou seis familias da
ordem Celastrales (incluindo quatro espécies do género Ilex) quanto ao
nimero de nitucleos do andréfito durante a deiscéncia. Segundo o autor, a
ordem Celastrales compreende familias gue apresentam espécies com graos
de pdlen binucleados (dentre elas as Aquifoliaceae). SCHOENBERG et alii
(1989) ralizaram um estudo sobre a morfologia interna e externa das flores
pistiladas e estaminadas de Ilex paraguariensis, com descrigoes suscintas

sobre a epiderme e o endotécio dos esporangios.

A falta de caracterizagdes mais detalhadas sobre a embriologia
de Ilex paraguariensis justificou, portanto, um estudo pormenorizadoc desta
espécie de grande importédncia economica. Assim sendo, os objetivos desta

dissertacgdo sdo:

a)descrever as transformacdes ocorridas na ontogenia dos androsporangios

de Ilex paraguariensis St. Hil.;

b)descrever anatomica e citologicamente as caracteristicas dos estratos

parietais, relacionando-as as suas consequéncias fisiologicas;

c)caracterizar, detalhadamente, os processos da esporogénese e

gametogénese masculina, e

d)caracterizar a esporoderme e analizar a sua. ontogenia dentro dos
conhecimentos atuais a respeito da origem e funcgdo dos estratos que

revestem o gametéfito masculino maduro.

Os caracteres embriolégicos abordados neste trabalho sdo de

darn!
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importancia taxonomica (HERR, 1984). Para a espécie Ilex paraguariensis,
foram estudados e descritos as caracteristicas do androsporangio, seu
numeroc por antera, nimero de estratos parietais e sua ontogenia, tipo de
tapete e ploidia, espessamentos no endotécio, tipo de citocinese dos
andrésporos, numero de nicleos no andréfito maduro, as células
vegetativa e generativa, espoderme (caracteristicas e ontogenia), entre

outros.

Os  resultados e conclusées aqui apresentados  serao
complementados em publicagées posteriores sobre a analise ultraestrutural
das tranformagdes do andrésporo e andrdfito, fazendo parte de uma série
de pesquisas que vém sendo realizadas sobre a embriclogia da espécie,
com fins taxondmico e conhecimento da sua biologia floral, executadas no
Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.



2. MATERIAL E METODOS.

Inflorescéncias de [Ilex paraguariensis St. Hil. contendo flores
estaminadas foram coletadas e fixadas na Estagdao Experimental da
Secretaria da Agricultura, Municipio de Veranépolis (drvores de cdédigos
SA69, SAT0 e SAT4), e no Jardim Botanico da Fundacdo Zoobotanica do
Estado do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, ambas no Estado do Rio
Grande do Sul. As coletas, realizadas entre 21 de setembro e 2 de
novembro de 1990 e entre 17 de setembro e 15 de outubro de 1992,
respectivamente, abrangeram inflorescéncias em diferentes estdgios de

desenvolvimento, desde os primérdics florais até as flores em antese.

Material de testemunho das diferentes amostras estao
depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, sob o nimero ICN 96709,
2.1. Fixac¢ao quimica e inclusdo do material botanico.

As inflorescéncias foram fixadas em FPA50 °GL por 24 horas ou
Carnoy (3:1) por 1 hora & temperatura ambiente e transferidas para dlcool
50°GL e T0°GL, respectivamente (JOHANSEN, 1940). O material (devidamente
classificados segunde suas dimensdes) foi desidratado em série etilica e
embebido em parafina segundo JOHANSEN (1940). Glutaraldeido 2% em
solucdo tampdo-fosfato pH 6,8 (GABRIEL, 1982), a uma temperatura entra 0
e 4 .C. foi utilizado como fixador para inclusdo de anteras e botdes florais
em hidroxietilmetacrilato (Technovit 7100). Apdés lavado em tampéao fosfato
pH 6,8, o material foi desidratado em série etilica (entre 0 e 4 'C) e

incluido em resina plastica.
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2.2. Preparacao do material e observacao.

As secgbes transversais e longitudinais em parafina, com 7pm de
espessura, foram feitas em micrétomo rotativo manual com navalha de aco
tipo "C", distendidas em platina aquecida a 40°C e aderidas as laminas de
vidro segundo BISSING (1974). Para a coloragcdo foram empregadas a
combinagdo de Azul de Astra e Safranina ou "Kernechtrot" e Azul de

Anilina 0,1% em solugdo aquosa (GERLACH, 1977).

O material incluido em hidroxietilmetacrilato foi seccionado em
micrétomo de guias, marca Leitz-médulo 1400, com navalha de acgo tipo "D",
com espessuras de 1 ou 2 pm (secgbes semifinas). A seguir, as secgdes
foram distendidas em A4gua a uma temperatura de 25 ‘C e aderidas as
laminas de vidro a sobre placa aquecida a 60 graus centigardos. Para a
coloracao empregou-se Azul de Toluidina 0,05% em tampio benzoato, pH 4,4

(O’BRIEN & McCULLY, 1981).

As laminas permanentes encontram-se registradas e depositadas
no laminario do Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul.

Os desenhos em camara clara, fotomicrografias e medidas dos
griaos de pdlen foram realizados em um microscépio Leitz, modelo Dialux 20

EB.

Para a -observat;éo e realizagcdo das eletromicrografias sob
microscopia eletronica de varredura, anteras fixadas em FPA foram
desidratadas em acetona e xilol (1:1) e a seguir, maceradas e aderidas
sobre suportes de aluminio, quando foram metalizadas com carbono e liga

de ouro-palddio.
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2.3. Histoquimica.

Para a realizagdo dos testes histoquimicos, as seguintes técnicas
foram utilizadas: Coomassie Blue 0,1% em solugdo alcodlica 30%1 para
proteinas totais; Vermelho de Ruténio 0,02% em solug¢do aquosa (GERLACH, -
1977; JENSEN, 1962) para acidos pécticos; Acido Periodico/Reativo de
SCHIFF (PAS), segundo O'BRIEN & MecCULLY (1980) para polissacarideos
totais; Azul de Anilina 0,03% em solugao alcodlica 70 % para esporopolenina
(BHANDARI & KISHORI, 1971); reagdo de FEULGEN (GERLACH, 1977) para
ADN; pironina/verde de metila (JENSEN, 1962) para diferenciagdo de ADN e
ARN. Os testes histoquimicos foram feitos em seccoes semifinas de anteras

ou botdes incluidos em hidroxietilmetacrilato.

A confirmagdo da presenga de calose envolvendo os meidcitos e a
tétrade de andrésporos deu-se pela coloragdao de secgdes em parafina com
Azul de Anilina 0,1% em pH 8,5 (CURRIER, 1957; MARTIN, 1959) seguida de
excitagdo sob 1luz ultra-violeta em microscépio de fluorescéncia, marca

Zeiss.

2.4. Terminologia empregada neste trabalho.

Este trabalho se baseia no conceito de alternancia de geracoes
segundo HOFMEISTER (1851) e para fins descritivos adotou-se a

terminologia proposta por BATTAGLIA (1982).

1, MARIATH, Jorge Ernesto de Araujo. (Depto. de Botanica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil) Comunicagdo pessoal,
1993,



3. RESULTADOS.

3.1. 0 androsporangio.

0Os androsporangios de llex paraguariensis situam-se em anteras
tetrasporangiadas dorsifixas, alongadas longitudinalmente. Cada antera
compoem—-se de duas tecas, com dois esporangios cada uma, unidas por
tecido conectivo. A liberacdo dos andréfitos (griaos de pdlen), durante a
deiscéncia, da-se simultaneamente através de quatro fendas longitudinais,
os estomios, independentes para cada esporangio. Os estomios extendem-se
ao longo da antera, entre seu &pice e sua base, ndo abrangendo nem o

seu extremo superior nem o seu extremo inferior (deiscéncia rimosa).

0 crescimento relativo da antera em comprimento, desde o inicio
da esporogénese até a deiscéncia, é de cerca de 63%, apresentando um
comprimento médio maximo de 1,4 milimetros (figura 1.E). Cada antera é
suspensa por um filete wvascularizado que sofre alongamento celular
durante a antese floral. O filete, nos estidgios anteriores, é curto e a
antera permanece junto ao pistilédio enquanto o botdo floral esta fechado.
0 periodo de desenvolvimento das anteras, desde botdes com 1 mm de
diametro até o inicio da antese é de cerca de 28 dias (figura 1). A flor
estaminada, apdés a antese, permanece aberta por T a 8 dias,

aproximadamente, antes da sua senescéncia (fig. 1.K).

4.1.2. Ontogenia.

Apés a diferenciagdo do cdlice e corola, os primérdios estaminais
surgem como protuberancias sobre o receptiaculo floral, separando-se

centrifugamente durante a sua diferenciagdo. Inicialmente, a protoderme
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cobre o tecido meristematico em crescimento em cada primérdio (fig. 2.A).
Em secgdo transversal, o primérdio estaminal toma a sua forma
caracteristica, com a formacdo de dois lobos em cada teca, onde existe uma
continuidade no tecido meristemdtico hipodérmico (fig. 2.B). Com a
vacuolizagdo das células medianas dos meristemas, tem-se a formacdo do
septo que separa duas massas de células em cada teca: as células—iniciais

do esporangio (fig. 3.A).

As células-iniciais do esporangio, apés divisdes periclinais da
regido hipodérmica, originam a camada parietal primaria. Da camada
parietal primdria, novamente por divisdes periclinais, originam-se as
camadas parietais secundarias externa e interna, restritas apenas a regiao
hipodérmica (fig. 3.B). As células—iniciais adjascentes ao tecido conectivo
tornam-se progressivamente wvacuolizadas. VArias células iniciais sofrem
este processo de vacuolizacdo, mesmo algumas mais internas e préximas as
camadas parietais. Estas células irdo se diferenciar em células do tapete

interno.

A formacao dos estratos parietais é do tipo dicotiledoneo, a
partir das camadas parietais secundarias hipodérmicas. A camada
secundaria externa diferencia-se em endotécio e camada média, por
divisdes periclinais. A camada. secundaria interna diferencia-se diretamente
nas células do tapete (fig. 4). As células-iniciais, parcialmente
vacuolizadas e adjascentes ao conectivo, aumentam em volume por um
incremento na vacuolizagdo e funcionam como um tapete interno. Este
tecido tem a forma de "U" quando visto em sec¢do transversal da antera
jovem (fig. 4 e 5). As células do tapete interno mantém-se adjascente as
do tapete de origem parietal e constituem uma camada que envolve por

completo as células iniciais (fig. 5).
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As células-iniciais do esporangio sao células com niucleos
comparativamente com maiores dimensdes, citoplasma denso, além de
plastidios dispersos e abundantes (fig. 6.A). Apds divisbGes mitdticas,
aumentam em numero no interior do esporangio (fig. 6.C). Nesta etapa de
desenvolvimento, sdo agora denominadas células-iniciais do argquespério ou
células-mae do arquespdrio (fig. 6.B)., Durante o seu crescimento, podem
apresentar as paredes onduladas ou pregueadas (fig. 6.D). Encerrada as
divisbes mitéticas, as células entram em interfase meidtica constiuindo, a
partir deste momento, o tecido arquesporial que, mais tarde, entrard em

meiose constituindo as células-mie de andrésporo (fig. 6.E).

3.1.3. Estratos parietais.

O androsporangio de Ilex paraguariensis apresenta epiderme,

endotécio, camada média e tapete como estratos parietais.
3.1.3.1. Epiderme.

A epiderme origina-se da diretamente das células protodérmicas
do primordio estaminal e constitui-se sempre de uma inica camada de
células, ausente de estomatos. Na antera jovem, as células sdo similares em
volume e forma, sendo revest-.idas por uma fina e lisa cuticula (fig. 5).
Durante a maturacdo da antera, ocorre expancao radial das células
epidérmicas, com aumento de volume e mudanca de forma, gragas a um
processo de vacuolizagdo. As células assumem um formato papiloso (fig.
7.A), com excegdo daquelas que recobrem o parénquima dos septos entre
os esporangios em cada teca. Nestas regides, a epiderme mantém-se com

células achatadas (fig. 10.A).

As células epidérmicas adjascentes ao septo possuem pequenas
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dimensbes e aumentam progressivamente a medida que dele se distanciam.
Cerca de trés fileiras de células, entretando, manter-se-do assim até o
periodo de deiscéncia. Elas determinarao a faixa longitudinal de abertura

dos esporangios (fig. 10 A-B).

Durante a meiose das células-mde de andrésporo, formam-se
estrias na parede periclinal externa. Estas estrias, na sua maioria
paralelas com o eixo longitudinal da antera, sio ornamentag¢des da parede
de natureza predominantemente péctica (fig. 7.D). A delgada cuticula

recobre as estrias (fig. 7.B).

Na antera madura, as paredes tranversais apresentam campos de
pontuacao primarios. Em muitos casos, entretanto, a lamela média e a
parede celulésica estdo ausentes, formande uma abertura de grandes
dimensdes que permite uma fusado direta entre os citoplasmas de duas
células epidérmicas adjascentes (fig. 7.C e fig. 17). A epiderme mantém-se
até a deiscéncia da antera quando, entdo, suas células mostram sinais de
plasmolise e dissolugdo do contetido celular., Todas as paredes

pectocelulésicas, entretanto, permanecem intactas.
3.1.3.2. Endotécio.

As células do endotécio jovem apresentam-se vacuolizadas e
compostas de células regulares e achatadas, inicialmente num Gnico estrato
de células (fig. 5). Em algumas regides, o endotécio apresenta dois ou
mais estratos. As células progressivamente aumentam em volume,
simultaneamente A4s mudangas que se ocorrem nas células epidérmicas (fig.

0 endotécio caracteriza-se pela formagdo de paredes espessadas,

celulésicas e descontinuas, em forma de ferradura ou costelas, geralmente
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paralelas (fig. 10.A). Algumas vezes, os espessamentos encontram-se
fundidos entre si na base. Os espessamentos comegam a surgir durante as
primeiras etapas da gametogénese, comegando nas células parietais mais
préoximas do tecido conectivo e aparecendo, a seguir, naquelas adjascentes
aos septos. Inicialmente de constituicdo celuldsica, progressivamente
tornam-se impregnados com lignina. Também foram detectadas a presenca
de pectinas cobrindo a face interna dos espessamento, junto ao
plasmalema (fig. 10.D). Em secgdo tranversal, as faixas espessadas tem a

forma de um bulbo, com um estrangulamento mediano (fig.17 (es)).

Cerca de duas ou trés células do endotécio, préximas aos septos,
mostram uma auséncia de espessamentos além de apresentarem menor
volume (fig. 10.A-B). As demais, apresentam espessamentos com variagdes
na sua orientagdo junto as paredes primarias. H& uma predomindncia de
espessamentos nas paredes periclinal interna e transversais, na forma de
anéis incompletos e paralelos. As células presentes no encurvamento da
parede do esporangio, mais distantes das faixas estomias, apresentam

espessamentos incompletos nas paredes periclinal interna e radiais.

Os espessamentos presentes no endotécio estendem-se a algumas
camadas do tecido conectivo, adjascentes aos esporangios. Nos septos, os
espessamentos ocorrem predominantemente nas paredes anticlinais e
transversais, como anéis incompletos e paralelos (fig. 10.B). No tecido
conectivo préximo ao feixe vascular, os espessamentos sdo escassos junto
as paredes transversais e muitas vezes, formam anéis fechados sob a

parede primaria.

Durante a deiscéncia, as células do endotécio e conectivo
morrem, restando intactas apenas as paredes celulares primarias e os

espessamentos lignificados.
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3.1.3.3. Camada Média.

A camada média constitui-se na fase pré-meidtica do tecido
esporogénico como células estratificadas, e vacuolizadas. Geralmente possui
apenas um camada de células (fig. 7.A; fig. 13-156 e fig., 17). Entretanto,.
em alguns espordngios, uma camada média biestratificada pode estar
presente. Também esti presente entre o tecido conectivo e as células do
tapete interno, ndo tendo continuidade, entretanto, com as células

derivadas da camada parietal secundaria externa (fig. 5).

A vacuolizagao das células do tapete (parietal e interno) e o seu
conseqiiente aumento de volume celular faz com que a camada média
apresente-se mais achatada. Durante a proéfase meidtica, tornam-se mais

colapsadas e obliteram-se completamente até a maturidade da antera.
3.1.3.4. Tapete.

O tapete de Ilex paraguariensis é do tipo secretor ou glandular.
Quanto a origem, é subdividido em tapecte pariewnl e tapete interno. O
tapete parietal, derivado da camada parietal secundaria interna, €
geralmente formado por um uUnico estrato celular, mas pode apresentar
duas camadas de céinlas. O tapete interno apresenta-se multiseriado e
adjascente ao tecido conectivo (fig. 5). E possivel diferenciar o tapete
parictal do tapete interno somente na antera jovem, em diferenciagdo. Na
antera ji totalmente diferenciada, dotada de tecido arquesporial, a
distingdo entre os dois torna-se dificil, apresentando-se como um tecido

continuo que envolve as células germinativas (fig. 6.E).

O tapete torna-se perfeitamente distinto das células iniciais, as
quais envolve, pela presenga de grandes vactolos e nilcleos com menores

dimensodes (fig. 5; fig. 6.A-D). Campos primarios de pontuagdo sao
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freqlientes, conectando cada célula a sua adjascente (fig. 8.A).

Durante as mitoses do tecido esporogénico, cada célula do tapete
apresenta um uUnico nicleo, além de um grande vaciolo (fig. 9.A). Este
carater persiste até o inicio da esporogénese, quando mediante uma, duas
e até trés mitoses acitocinéticas, as células tornam-se binucleadas,
tetranucleadas ou octanucleadas, respectivamente (fig. 9.B-C). Durante o
transcorrer da meiose, sio freqgilientes as fusdes nucleares, caracterizando
a poliploidia das células do tapete. Foram observados casos de poliploidia
resultantes da fusdo de dois, trés ou quatro nicleos, que podem ser
originalmente distintos pelos seus nucléolos que permanecem conspicuos
durante toda a permanéncia das células do tapete (fig. 8.A e fig. 9.C). As
células polipléides, com nicleos de grandes dimensées e com formatos
esféricos, elipséides ou algumas vezes irregulares, sofrem novas mitoses
acitocinéticas, originando células com dois ou mais nicleos polipldides (fig.

9.D).

HA um acumulo de glébulos de natureza quimica nao-determinada
no citoplasma tapetal que é secretado e acumulado entre o plasmalema e a
parede celular. Durante a lise das paredes das células do tapete, este
conteiido € descarregado para o fluido locular apés a citocinese e

formacdo das tétrades de andrésporos envoltas por calose (fig. 13).

A atividade de dissolugdo das paredes atinge seu Aapice
simultaneamente a dissolugcdo enzimatica da calose que envolve os
andrésporos. Quando estes tornam-se totalmente livres no fluido locular,
restam intactas apenas a parede periclinal exte.rna e alguns restos das
paredes anticlinais (fig. 8.B e fig. 14). As células do tapete mantém agora
contato direto, assemelhando-se a um tapete do tipo amebdide. Porém,

nunca deixam de apresentar o seu cardter marcadamente parietal (fig. 7.A
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e fig. 14).

A partir da vacuolizagdo dos andrdésporos, numerosos
corpiisculos de Ubisch (orbiculos) estdo presentes sobre as superficies
periclinais interna e anticlinais (fig. 8.D e fig. 15). Ao mesmo tempo,
massas de esporopolenina polimerizada com grandes dimensdes (7 a 8 pm
de diametro) sdo formadas dentro do citoplasma, sendo liberados para a
cavidade locular apés a dissolugio do tapete (fig. 8.D). Em microscopia
eletronica de varredura, os corpusculos de Ubisch sdo esféricos, com
dimensbées de cerca de 0,5 micrometros (fig. 22.E). Pequenos corpos em
forma de bastdo também foram observados sobre a superficie locular do
tapete. Suas dimensdes atingem cerca de 0,5 ym de comprimento e
didmetro de menos de 0,2 micrometros. Uma membrana perit.a.],;aetal1 de
esporopolenina forma-se nas paredes periclinais externas, junto & camada
média (fig. 8.B e fig. 15). Diferentemente do depésito orbicular, a
membrana peritapetal é uma capa continua que isola o tapete dos demais
estratos parietais, depositando-se ainda sobre os vestigios das paredes
radiais e transversais. Secg¢oes semifinas de anteras submetidas a
coloracdo com Verde de Metila-Pironina mostram que os corpilisculos de
Ubisch e a membrana peritapetal reagem diferentemente gquando
comparadas com a reagdo da esporopolelina da esporoderme dos grdos de
pélen. Além disso, as massas de esporpolenina presentes no tapete
apresentam a periferia com o mesmo resultado de coloracdo que os
corpiisculos de Ubisch, enquanto a maior parte da massa, central,

resultado idéntico ao da esporoderme em formagao.

1. A expressao membrana peritapetal n&o designa uma membrana
verdadeira, como sdo as membranas biolégicas, constituidas
por uma bicapa lipidica. Trata-se, na verdade, apenas de um
filme delgado de um polimero (esporopolenina) e a expressao é
meramente descritiva., O mesmo se aplica & expressdo membrana
tapetal.
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O tapete apresenta sinais de dissolugao celular durante as fases
iniciais do processo de gametogénese. Os nlucleos polipléides perdem
cariolinfa e diminuem em tamanho (fig. 9.E-F). Apdés o seu
desaparecimento, uma capa de esporopolenina originada da aglutinacio ou
fusdo dos orbiculos da face periclinal interna, a membrana tapetal,
encontra-se e fusiona-se com a membrana peritapetal, originada na face
periclinal externa do tapete. Ambas formam ;Jm saco ou bolsa fechada que

reveste o interior do léculo, envolvendo os andréfitos até a deiscéncia

(fig. 10.A e fig. 17).

3.1.4. Deiscéncia.

A deiscéncia das anteras € racimosa. Cada esporangio abre-se
independentemente através do estomio. Inicialmente, as células da
epiderme e endotécio, localizadas préximo ac septo, despreendem-se umas
das outras, numa zona que corresponde a duas ou trés fileiras de células,
em toda a extensdo da antera (fig. 10.C). Esta abertura inicial néao
ultrapassa dez micrémetros de largura. Ao mesmo tempo, © saco de
esporopolenina rompe-se abaixo da abertura estomial, permitindo a
liberacdo dos ligquidos que formavam o fluido locular. A massa de graos de

pélen ndo oferece nenhuma pressdo contra as paredes do esporangio.

Apdés a desidratagao das células da epiderme e endotécio, na
antese, a parede formada por estes estratos move-se centrifugamente. Isto
permite que as paredes de esporangios localizados em tecas diferentes de
uma mesma antera possam se tocar, expondo por completo a massa de

graos de pdlen ao meio ambiente,
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3.2. Esporogénese.

3.2.1. O tecido arquesporial.

O tecido arquesporial, originado a partir das divisdes mitéticas
das células iniciais do arquespdrio, € constituido de células com citoplasma
denso e com plastidios dispersos. S&c; individualizadas por uma camada
delgada de calose. A deposicdo de calose é visualizada, primeiramente, nas
paredes adjascentes as células do tapete. O tecido arquesporial mantém-se
como tal até o momento em gque os seus nucleos entram em proéfase
meidtica. A partir desta fase, as suas células sdo chamadas de células mae

de andrésporos (fig. 6.E).

3.2.2. Meiose e formac¢ao das tétrades.

As células-mae de andrésporos (CMAn ou meidcitos) entram em
préfase. meiotica, durante a qual calose & continuamente depositada entre
o plasmalema e a parede pectocelulésica. A parede caldsica aumenta em
espessura, sobretudo nos angulos, onde pode alcangar cerca de 8
micrometros de espessura (fig. 11.C e fig. 12.B). Diversos leucoplastos,
contendo pequenos grdos de amido, sdao encontrados no citoplasma (fig.
12.A). Durante a primeira metafase, os plastidios estdo distribuidos na
regido equatorial da célula, préximos aos cromossomos metafisicos (fig.

12|B )!

As CMAn entram na metdfase 1 e completam o primeiro ciclo
meiético sem que ocorra citocinese (fig. 11.A-E). Os cromossomos-homélogos
separados sofrem descondensacdo e reorganizam-se em nucleos—filhos

dotados de um nucléolo (fig. 11.E). Os plastidios ainda permanecem na
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regido equatorial. O intervalo de tempo entre o fim da teléfase I e inicio
da préfase II é indeterminado. Na anafase II foi observada a migragdao das
cromatides-irmas, num mesmo plano (fig. 11.F) ou em planos ortogonais.
Durante a teléfase II, os quatro ntucleos-filhos hapléides sofrem um
rearranjo espacial assumindo a configuragao tgtraédrica (fig., 11.G). Fibras

de fuso estao presentes conectando cada niucleo hapléide com os outros.

Existe, durante o transcorrer da meiose nas células no interior
de um mesmo androsporangio, um sincronismo que ndo é verificado quando
comparados dois esporangios de uma mesma antera. As células dentro do
espordngio mantém-se na mesma fase da divisdo meidtica. Nos outros
esporangios, o ciclo pode ser im pouco mais adiantado ou atrasado.

Entretanto, as células-mie de todos os esporangios da antera entram em

préfase meidtica ac mesmo tempo.

A meiose finaliza-se com a citocinese rsimultanea das células
tetranucleadas hapléides (fig. 11.G). A citccinese inicia com a constrigao
periférica centripeta do citoplasme entre cada nucleo hapléide (fig. 12.D).
Simultaneamente, calose é depositada entre os citoplasmas que estdo sendo
individualizadoz. Os plastidios distribuem-se igualmente entre cada célula
dos andrésporo, distanciadas por menos de um micrometro. A parede
pectocelulésica original das CMAn mantém-se intacta, envolvendo as
tétrades de andrésporo com calose. Apos a digestio do cimento péctico
origininalmente existente entre as CMAn, ocorre a formacdo da cavidade
locular, na qual as tétrades permanecem suspensas no fluido existente
(fig. 13). Cada andrdésporo apresenta citoplasma livre de vacuolos e

plastidios dispersos (fig. 12.D).

Ndo foram encontrados casos de desenvolvimento anormal da

meiose ou formag¢do das tétrades nas amostras analisadas, Também né&o
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foram encontrados casos de esterilidade ocorridas durante a meiose.

3.2.3. Dissolugao da calose e separagao dos androsporos.

A parede pectocelulésica de origem esporofitica e a calose
desaparecem simultaneamente. Durante o processo de dissolugao, pequenas
floculagoes sao vistas junto a calose. Os andrésporos jovens, livres no
fluidg locular (rico em granulagdes resultantes da dissolugio das paredes
do tapete e daquelas que envolvem as tétrades) tém o eixo equatorial
maior que o polar (fig. 14). Amiloplastos de pequenas dimensées também

estdo presentes, dispersos no citoplasma (fig. 18.A).

3.2.4. Vacuolizacdo e maturacdo dos andrésporos.

Os andrésporos aumentam em volume auxiliados pela vacuolizacao
do seu citoplasma. A polarizacdao do nucleo comega com o aparecimento de
pequenos vacuolos gue mais tarde se fundem e originam um grande e
unico vactuolo (fig. 18.B), fazendo com que o niucleo se desloque’ para
junto da esporoderme. Graos de protéinas estio presentes no interior do
vacuolo principal (fig. 20.B). Os plastidios tém forma alongada e se
encontrao dispersos no citoplasma, comprimido contra a parede do

androésporo (fig. 23.D).

3.3. Gametogénese.
3.3.1. Formagdo das células vegetativa e generativa.

A célula do andrésporo entra em mitose assimétrica (fig.16. A-E).

Apds a citocinese originam-se duas células desiguais, separadas por uma
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delgada parede pectocelulésica: a célula vegetativa e a célula generativa,
periférica (fig. 16.F; fig. 18.C e fig. 23.F). 0O wvacliolo desaparece

progressivamente, por completo.

3.3.1.1. A célula vegetativa.

A célula vegetativa ocupa a maior parte do volume do gametdfito
jovem e tem um nucleo esférico central com cromatina nao-condensada (o
que o torna pouco visivel e hialino) e com um ou dois nucléoles (fig.
16.G). A vacuolizacdo pré-mitética desaparece completamente. Os plastos
apresentam uma fase de amilogénese intensa, adquirindo grdos de amido
com grandes dimensdes e que ocupam grande parte do seu volume celular
(fig. 18.D; fig. 23.F-G). A amilélise ocorre imediatamente apds a
incorporagdo da célula generativa e os gridocs de amido sdo catabolizados
pela célula vegetativa (fig. 18.E-F), desaparecendo por completo no
andréfito deiscente (fig. 18.G-H; fig. 23.I1-J). Durante a amildélise, o ntcleo
vegetativo parece estar envolvido na origem de novos plastidios,
encontrados em grande abundancia junto a periferia nuclear (fig. 17; fig.
23.H). A célula vegetativa apresenta ainda, durante a incorporagao da
célula generativa, maiores concentrac¢oes de acido ribonucleico (ARN) junto
a regiao equatorial da célula, sob os colpos. Estas regides de maior
densidade de ARN mostram-se na forma de faixas descontinuas muito
proximas a esporoderme (fig. 20.D-E). Proteina amorfa é encontrada na
forma de pequenos graos dispersos no citoplasma, dentro de pequenos

vacuolos (fig. 20.A; fig. 23.E).
3.3.1.2. A célula generativa.

A célula generativa ou célula-mide dos gametas, imediatamente
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apés a mitose do andrédsporo, encontra-se comprimida pela célula
vegetativa contra a esporoderme (fig. 18.C; fig.23.F). Apresenta um nicleo
comparativamente menor, com forma esférica, cromatina condensada e com
um nucléolo distinto. Plastidios nao foram encontrados. Nesta etapa,
quando isolada por dissolugdo quimica da esporoderme, a célula generativa
apresenta uma forma esférica (fig.16.F), persistindo nesta condigdo até
que a célula vegetativa inicie © processo de englobamento celular
(fig.23.G). Quando a célula generativa fica envolta por completo por esta e
mantém persistente a sua parede péctica (fig.17; fig. 18.E e fig. 20.C). O
processo de englobamento comega pelo desligamento da célula generativa
junto a parede péctica da esporoderme. Isto é acompanhado pelo
"estrangulamento" da sua face citoplasméatica parietal. Mediante esta
compressao do citoplasma, forma-se um "cordao" algumas vezes espiralado,
limitado por parede péctica. Este cordado liga, temporariamente, a célula
generativa a esporoderme (fig. 23.H). Esta conecgdo é dissolvida e a célula
passa a assumir, gradativamente, uma forma alongada e falciforme, com a
permanéncia de um segmento do corddo citoplasmitico numa das suas

extremidades (fig. 18.F).

3.3.2. Formagao dos nicleos espermiaticos e a unidade germinativa

masculina.

No interior da celula vegetativa, a célula generativa sofre mitose
acitocinética, originando dois nicleos espermaticos (nilicleos gaméticos). A
formagdao de fuso e a migragdo de cromossomos ndo foram encontrados. Os
nucleos espermdticos permanecem aderidos e dispostos lado a lado,
longitudinalmente ou transversalmente. Apresentam forma alongada e

cromatina muito condensada, dificultando a identificagdo dos nucléolos,
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ainda presentes (fig. 17). A ocorréncia posterior de citocinese nao foi
constatada, ndo sendo comprovada a existéncia de parede pectocelulésica
individualizando os niicleos esperméiticos. As observag¢des indicam que, em
Ilex paraguariensis, os nucleos esperméaticos mantém-se em um citoplasma

comum (fig. 17).

O niucleo vegetativo e a célula esperméatica binucleada sofrem
uma gradual aproximagdc resultando, finalmente, na formagao de uma
unidade germinativa masculina (fig.19). Esta unidade morfolégica persiste
até a deiscéncia da antera, no centro do citoplasma vegetativo (fig. 18.G-
H). O nucleo vegetativo muda seu formato, tornando-se ovéide e com uma
depressaco paralela ao longo do seu eixo maior. A célula espermditica migra
em sua diregido. Apdés o contato, o nicleo vegetativo envolve parcialmente
a célula espermdtica, que encaixa-se na depressao nuclear vegetativa, em
toda a sua extensdo longitudinal (fig. 19.B; fig. 23.I1-J). A existéncia de
coneccoes fisicas entre o nucleo vegetativo e a célula espermatica &,

ainda, desconhecida.

3.3.3. O andréfito maduro.

0 andréfito maduro constitui-se do citoplasma vegetativo isento
de vactliolos e com leucoplastos dispersos, no qual encontra-se a unidade
germinativa masculina, na regido central. As substidncias de reserva, como
grdos de amido ou proteina, estdo ausentes. 0 nicleo vegetativo apresenta
um nucléolo de pequenas dimensdes. Maiores' concentragoes de acido
ribonucleico (ARN) sf@o encontradas na forma de faixas paralelas a

esporoderme e também ao redor da unidade germinativa masculina (20.F).
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3.4, A esporoderme.

A parede dos gridos de pdlen estd constituida, durante a
deiscéncia da antera, pela primexina, exina, medina e intina. Os graos de
pélen (fixados e nao-acetolizados) de Ilex paraguariensis, quando maduros
(durante a deiscéncia) sao oblato-esfercidais (7/8 < P/E < 8/8),
tricolporados, intectados. As medidas médias dos eixos polar(P) e

equatorial(E) sdao 25,4 pm e 27,2 pm, respectivamente (tabela II).

A primexina €é um estrato descontinuo, de contituicdo
predominantemente péctica (tabela I), localizado sobre a exina, entre as
baculas. Permanece mesmo no grao de pdlen maduro, durante a deiscéncia

da antera (fig.17; fig 21.A; fig. 23.J).

A exina, esta subdividida em sexina (a subcamada ornamentada)
e nexina, a camada basal. A sexina é pilada, compondo-se de béaculas
terminadas em cabegas arredondadas, de tamanho wvariavel (entre 0,6 e 2,5
pm de didmetro) e raramente fundidas entre si (fig. 22.B-D). A nexina
compreende uma camada basal na qual é notada uma subdivisdo (fig. 23.C-
J), evidenciada por diferencas de coloragdo (tabela I). 0 estrato mais
externo da nexina, a nexina 1, mantém continuidade fisica com a sexina. O
estrato mais interno, a nexina 2, separa-se da nexina 1 por um linha de
descontinuidade. As anélises ontogenéticas da exina (fig. 23) permitem
agrupar a sexina e a nexina 1 no estrato da denominado ectexina,
enquanto a nexina 2 corresponde a endexina, sendo depositados em

momento diferentes da formacdao da exina.

A medina é o estrato localizado imediatamente sob a endexina
(nexina 2). Apresenta constitui¢io basicamente péctica (dcidos pécticos), ao

contrario da intina, predominantemente celulésica e caracterizada como o
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ultimo estrato da esporoderme, em contato com o plasmalema gametofitico.
3.4.1. Ontogenia.
3.4.1.1. Primexina.

A primexina é o primeiro estrato da esporoderme, E sintetizada
pelos andrésporos ainda envoltos por calose, entre esta e o plasmalema
celular (fig. 23.A). Inicialmente, apresenta-se mais delgada nas regides
onde anteriormente estavam presentes as fibras de fuso que orientaram os
andrésporos na formacio da tétrade. Posteriormente, formam-se trés
discos lenticulares espessados eqiiidistantes, localizados na linha
equatorial, também de constitui¢do péctica. Estes espessamentos pécticos
determinam a localizacao dos colpos e poros do futuro grido de pdlen (fig.

18.A e fig. 23.B).

Apés a dissolucdo da calose, nos intercolpos, a primexina
apresenta pontos de descontinuidade, na qual estao inseridas as
probaculas, espalhadas sobre toda a sua superficie, com um didmetro de
cerca de 0,3 micrometros. Durante toda a sintese de esporopolenina para a
formagdo da exina, a primexina permanece presente sobre a exina. Em
nenhum momento, ocorre deposicdc ou adicdo de esporopolenina sobre a

primexina.

As regides de espessamento da primexina, na zona equatorial dos
graos de podlen, sao posteriormente encapsuladas pela deposicao de
esporopolenina, para a formac¢do da endexina (fig. 23.B-D). Os constituintes
pécticos da primexina, nestas zonas, desaparecem por completo, como seréa

descrito adiante.

Com o aumento do wvolume do pélen, a primexina mantém-se

inalterada na sua espessura. Apresenta, também, resultado positivo no
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teste para localizagdo de proteinas (fig. 20.A).

3.4- 1-2. m

A exina pode ser primeiramente visualizada durante a tétrade de.
andrésporo envoltos por calose (fig. 23,A). A primeira subcamada
distinguida é a sexina, sob a forma de peguenos pontos coincidentes com
as regioces de descontinuidade da primexina, as probaculas. A seguir, sob
a primexina, surge uma fina camada, a nexina 1 (camada basal da
ectexina), continua com as probaculas. A partir da primexina, as
probiculas sao forgados para junto da calose (fig. 23.A), ao mesmo tempo
em gque sdo adicionados novos materiais no interior do esporo. Agora, na
forma de bastSes radiais curtos, as probiculas transformam-se nas
baculas iniciais, unidas pela nexina 1 e em contato com parede caldsica. As
baculas sofrem pequenas dilatagdes nas suas extremidades, formando as
cabegcas. Quando em contato com o fluido externo locular, apdés a
dissolugdo da calose, as cabegas gradualmente sofrem novos depédsitos,

provenientes de precursores originados no tapete.

No andrésporo jovem (fig. 23.B e fig. 22.A), recém liberado da
calose, a exina compreende uma camada basal, a nexina 1, em contato com
o plasmalema (sob a primexina) e as colunas radiais - as baculas -
contiguas com a camada basal, cujas extremidades (as cabegas) sofrem
continuo acréscimo de materiais de origem tapetal. A camada basal
apresenta-se com uma espessura uniforme nos intercolpos. Nos colpos, a
exina é exteriorizada e reveste as zonas espessadas da primexina apenas
na sua face externa (fig. 23.B). No interior do colpo, junto ao plasmalema,

ndo ocorrem deposi¢des. No exterior, torna-se menos espessa quanto mais
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préxima da regiido central, na linha equatorial, até torna-se imperceptivel.

A nexina 2 (endexina) é o estrato da exina localizado sob a
ectexina e  sintetizado  depois deste. Constitui-se  também de
esporopolenina, embora com caracteristicas fisicas ou quimicas diferentes
da ectexina (tabela I). Os andrésporos recém liberados da calose
apresentam discos lenticulares espessados, possivelmente de natureza
celulésica, nas regides equatoriais dos colpos, sob os espessamentos da
primexina (fig. 23.B). Durante a vacuoclizacdo inicial dos andrésporos, os
discos espessados sdo Iimpregnados com esporopolenina, adquirindo
continuidade sob toda a ectexina (fig. 23.C). Porém, as coloragoes
empregadas permitem a distincdo entre as duas camadas. Nesta etapa, tem
pouca espessura, Na regido equatorial dos colpos, a endexina termina por
envolver a porcao mais espessada dos materiais pécticos da primexina,
tornando-os isolados entre uma capa interna e uma capa externa (fig.
23.D). Antes disso, canais radiais parecem atravessar a primexina dos

colpos, conectando o interior da célula com o exterior (fig. 23.B).
3.4.1.3. Medina.

A medina é o quarto estrato da esporoderme, abaixo da endexina.
E visivel, primeiramente, na forma de discos lenticulares delgados, de
constituicdo péctica (acido pécticos - ver tabela I), na regido equatorial
dos colpos durante os ultimos estagios da vacuolizacdo do andrdésporo fig.
23.D). Torna-se espessada e entdao, forma um estrato continuo sob a
endexina, que se reduz gradualmente em espessura em diregdoc aos
intercolpos (fig. 21.A). Pelo menos dois estrato';; de materiais pécticos sao
identificados na medina. O mais interno, geralmente apresenta maior
intensidade de coloragao (fig. 21.A). Entretanto, esta caracteristica pode

estar invertida (fig. 21.B).
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Simultaneamente ao aumento de espessura da medina na porcao
mediana dos colpos, os materiais pécticos (originados a partir da
primexina) contidos no interior da endexina sdao comprimidos, culminando
com o encontro das camadas interna e externa da endexina dos colpos
(fig. 23.E-G). O destino das substancias pécticas outrora envelopadas pela

endexina é desconhecido.

A medina tem wuma grande capacidade de absorver Agua,
tornado-se geleificada. Durante o processo de hidiatacdo do pdlen em meio
de cultura, a medina sofre um conside1ivel aumento de volume, sobretudo
nas regioes mais espessas, sob os colpos (fig. 21.E-G). Isto acarreta um
aumento do volume total do pélen. A exina plastica acompanha este
aumento de volume sem apresentar ruptura. Entretanto, a regiao
equatorial dos colpos, onde a exina é extremamente delgada, ocorre
rompimento com exteriorizacdao parcial da medina. Um dos trés colpos é
preferencialmente rompido com maior facilidade e a medina, juntamente

com o citoplasma da célula vegetativa, é forgcada para o exterior da exina.

A parede péctica do tubo polinico apresenta continuidade com a
medina (fig. 21.D). Além disso, na porc¢ao inicial do tubo em crescimento, a
medina as vezes oblitera o interior do tubo devido a uma maior hidratacao

nesta zona.

3.4.1.4. Intina.

A intina é a camada mais interna da esporoderme de Ilex
paraguariensis e a ultima a ser formada. E totalmente distinta da medina,
tanto em morfologia como em composi¢do. Em grdos macerados, quando a

célula gametofitica é liberada da esporoderme, a intina envolve esta (fig.
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21.D), sendo facilmente separada da medina. Materiais pécticos ndo estio
presentes. Provavelmente tem  constituicdo celulésica. Apresenta
regularidade na sua espessura, mesmo nos colpos. Em alguns pontos, sob
a medina, a intina apresenta pontos de maior espessamento. Durante o
crescimento do tubo polinico, a intina tem continuidade, & semelhanga da
medina, com a camada celulésica mais interna do tubo, adjascente ao

plasmalema.



4. DISCUSSAO E CONCLUSOES.

4.1, Uso do termo arquespdrio, células-mae de arquespério e células-mae

de andrésporo.

Primeiramente, cabe realizar uma discuss@o a& respeito do usc de
alguns termos em virtude dos problemas nomenclaturais que surgiram com

o estudo da ontogenia dos esporangios.

Segundo a nomenclatura wusual, o arquespdrio constitui o
conjunto de células subepidérmicas a partir do qual diferenciam-se o
tecido esporogénico e a camada parietal primaria hipodérmica
(MAHESHWARI, 1950; DAVIS, 1966; JOHRI et al, 1992). RUTISHAUSER (1969)
realizou uma interessante discussdo sobre o uso deste termo no estudo da
ontogenia dos esporangios masculino e femininoc. Segundo este
pesquisador, o termo arquespdrio & erroneamente utilizado pois designa,
na maioria das vezes, um tecido que apresenta células que nao atuam
diretamente como células germinativas. Além disso, em muitas espécies, as
células derivadas deste tecido sofrem sucessivas divisbtes mitéticas com o
objetivo de aumentar o seu namero. Ainda, uma célula arquespdrica
verdadeira é somente aquela que se encontra em interfase pré-meidtica e,

desta forma, € incapaz de sofrer divisdo mitética.

As capas (ou massas homogéneas de células) subepidérmicas
meristeméaticas, situadas nos quatro cantos de uma antera tetrasporangiada
tipica s@o geralmente designadas de arquespério ou arquespdrioc primario
e as células internas que surgem apds a diferenciacdo deste numa camada
parietal primaria, constituem o arquespdrio secunddrio ou tecido

esporogénico (MAHESHWARI, 1950; PERIASAMY E SWAMY, 1964). Ainda assim,
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ndo se poderia adotar estes termos, pois as células do arquespdrio nao
atuam diretamente como células pré-meidticas, pois ainda originam um
estrato somético (camada parietal priméria). Também o arquespério
secundirio (tecido esporogénico) poderia receber tal designacido, pois suas
células podem ndo atuar diretamente comoc células pré-meidicas (ou
células-mae de pdlen). RUTISHAUSER sugeriu a adocio do termo células-
mae do arquespoério (CMA) ou células—inicias do arquespério para o grupo
de células meristematicas subepidérmicas ainda capazes de sofrer divisio
mitotica. Neste trabalho, concordo com este ponto de vista. Entretanto,
preferi adotar o termo células-iniciais do esporangio para o primeiro
grupo de células iniciais. Isto se justifica pela caracteristica que estas
possuem em originar células sométicas e germinativas mediante processos
de diferenciagdo celular. De acordo com esta nomenclatura, entdo, as
células iniciais do esporangio originam os estratos parietais e as células-

iniciais do arquespério (CIA) ou células-mie do arquespédrio.

As células arquesporiais diferenciam-se a partir das CIA que
perderam a faculdade de realizar mitose e persistem como tal até o inicio
da profase meidtica. A partir desta etapa, sio designadas células—mie de

andrésporo (micrésporo), no androsporangio ou esporangio masculino.

Estes resultados, portanto, contrariam os aspectos conceituais
utilizados na grande maioria dos trabalhos cientificos da 4rea da

embriologia vegetal.

4.2. Ontogenia do androsporangio e dos estratos parietais.

MAHESWARI (1950) fala da origem de quatro grupos de células

meristemdticas em cada lobo da antera jovem, BHANDARI (1984) porém, cita
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a origem dos quatro grupos de iniciais a partir da esterilizacdo das
células médias de um tecido macico em cada metade da antera jovem de
Nigela damascena. Em I paraguariensis, o esporangio jovem é formado por
quatro massas de células separadas por tecido parenquimético. Em cada
teca, cada grupo de células origina-se apds a esterizagdo das células
medianas de um uUnico tecido meristemdatico. Antes disso, é a difereng¢a na
atividade meristematica deste tecido abaixo da protoderme que é
responsiavel pela definicdo inicial da forma tetralobada da antera. As
célula medianas, que mais tarde tornam-se vacuolizadas e perdem a
atividade meristemdtica, apresentam um menor crescimento relativo. Nos

-

quatro cantos, o crescimento é mais pronunciado.

Ndo restam davidas que as células-iniciais do esporangio
originam os estratos parietais, as células do tapete interno e as células-
mé&e de andrésporos. Estas células jamais poderiam ser chamadas de
arquesporiais, pois ndoc originam unicamente as células germinativas.
Somente apds esta "divisdo de funcdeo", aquelas que nao diferenciam-se em-
células parietais ou células do tapete interno sdo, finalmente, denominadas

células—iniciais do arquespoério.

A formagdo das camadas parietais primaria e secundarias em
IL.paraguariensis segue o padrdao descritc para as Angiospermas
(MAHESWARI, 1950). A ontogenia dos estratos parietais (endotécio, camada
média e tapete) também estd de acordo com as descrigdes feitas para a
maioria das Angiospermas e coloca-se dentro do tipo Dicotiledéneo (DAVIS,
1966). Apés o surgimento da camada parietal primiria, temos o
aparecimento de um massa homogénea de células. Estas crescem em
numero, apdés mitoses, e portanto, ndo podem ser consideradas células

arquesporiais. Sao, ainda, células iniciais., Outro aspecto que reforga este
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ponto de wvista é que as células iniciais do esporangio ainda derivam-se,
apés o surgimento dos estratos parietais, em células do tapete interno na
regido voltada para o tecido conectivo. Somente apés isto, as células
iniciais originam as células arquesporiais, mediante crescimento em numero

apos sucessivas mitoses.

Com o encerramento do crescimentq das células iniciais, tém-se o
estabelecimento do arquespdric verdadeiro. Nesta fase, as células que o
compoem apresentam nuacleos em interfase meibética, e devem possuir
contetido cromético duplicado. Com isso, o "tecido esporogénico classico”
das Angiospermas, corresponde em I[.paraguariensis, as células iniciais do

arquespério e as células arquesporiais.

4.3. O tapete.

O tapete de L paraguariensis é do tipo glandular ou secretor e
possui nucleos polipldides. Estas caraclerislicas estdo de acordo com as
informagdes até agora relatadas sobre a familia Aquifoliaceae (COPELAND,

1963; JOHRI et alli, 1992),

Nos trabalhos até agora realizados em diferentes familias de
Angiospermas, este tecido de grande importancia fisiolégica tem origem
parietal, a partir do estrato primario ou estratos secundarios, em suas
diversas variagdes (DAVIS, 1966). MAHESHWARI (1950) afirma que a
aparéncia e o comportamento entre as células do tapete e as dos tecido
esporogénico fez com que os primeiros botanicos tenham proposto a
origem do tapete a partir da esterilizagio das células esporogénicas.
Entretanto, JOHRI et alli (1992) citam casos da origem esporogénica das

células do tapete, que se diferenciam a partir da sua esterilizagdo. O
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células do tapete, que se diferenciam a partir da sua esterilizagdao. O
tapete que surge inicialmente como uma faixa estreita de corigem parietal
une-se as células do tapete derivadas do tecido conectivo, sem qualquer
participagdo das células arquesporiais e circundam todo o tecido

esporogénico (PERIASAMY & SWAMI, 1966).

A origem do tapete de ILparaguariensis difere, entretanto, dos
padrdes até agora descritos. Este tecido tem origem parietal, mas menos
significante que as células do tecido derivado da diferenciagcdo das
células iniciais do esporangio. As células iniciais sdo potencialmente aptas
para diferenciarem—-se nos estratos parietais e no tapete interno, voltado
para o tecido conectivo. Desta forma, a origem do tapete se di em dois
momentos distintos. O primeiro comega com a diferenciacdo do estrato
parietal secundaric interno, que funciona diretamente como tapete e
constitui a sua porgao parietal, restrita somente a uma faixa abaixo da
epiderme, endotécio e camada média. A partir das células iniciais do
esporangio, sem que ocorram divisdes periclinais para a formacao de
quélquer tipo de e;stratificaqéo (similar aquela que ocorreu para a
formagdo da camada parietal primaria), temos a origem do tapete interno.
Ndo parece haver participacdo de células do tecido conectivo, que nesta
etapa do desenvolvimento da antera, ji se encontram diferenciadas e

vacuolizadas.

Concluindo, o tapete de Ilex paraguariensis tem uma uUnica
origem - as células iniciais do espordngio - mas se dad de forma
diferenciada. A diferenca estd na formagdco das camadas parietais e na
origem do tapete ©parietal a partir de uma destas camadas.
Simultaneamente, porém, as células iniciais também diferenciam-se em

células do tapete interno. Esta simultaneidade ocorre provavelmente
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O méiximo grau de poliploidia das células do tapete ocorre até a
finalizagdo da meiose das células-mae de andrésporos. Isto deve implicar
num importante papel fisiolégico do tapete no desenvolvimento da
esporoderme e liberacdo de outras substancias que serdo incorporadas a
parede dos grédos de pdlen (proteinas, polenkit, etc). Como a atividade
transcriscional e de tradugdo aumenta com a multiplicagdo do genoma em
células polipléides, as células do tapete podem funcionar como centenas ou
milhares de células dipléides, numa economia de tempo e espago (D’AMATO,

1984).

As vesiculas acumuladas entre a parede periclinal interna e o
plasmalema das células do tapete podem estar relacionadas com o aumento
das cabegas que ornamentam a ectexina da esporoderme. Estas vesiculas
sdo liberadas para o fluido locular durante o estdgio de tétrade de
andrésporos e ndo sdo mais visiveis quando a calose se dissolve e os
andrésporos se separam. Jd foi confirmado, em outra espécies, que as
vesiculas p(_)dem conter precursores de esporopolenina e/ou enzimas, como
calase, pectinase e celulases que atuam na separagado dos andrdésporos na
tétrade. A atividade da enzima B-1,3-glucanase incrementa rapidamente
depois que a segunda etapa da divisdo meidtica tenha comegado e atinge o
seu pico no momento em que os andrdsporos sdo separados da tétrade de

calose (MASCARENHAS, 1975),

As massas de esporopolenina presentes no citoplasma das células
do tapete provavelmente sdo o resultado do processo de produgdo de
precursores de esporopolenina pelas suas células. Similarmente ao que
ocorre junto & ectexina, quando os precursores de esporopolenina sao
liberados e polimerizam-se sobre as cabecas da esporoderme, as massas

compactas presentes no tapete sdo homélogas aos corptisculos de Ubisch
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(orbicules), em maior escala. A atividade de produgdao de precursores e
sua polimerizagdo também é verificada na formagdo da membrana
peritapetal, junto as paredes periclinais externas do tapete. Como a
esporopolenina deposita-se mesmo sobre os restos das paredes radiais e
tranversais, pode-se concluir que a polimerizagdo se da ao acaso e na
dependéncia da disponibilidade dos precursores e de um substrato
(paredes pectocelulésicas e esporopolenina ja polimerizada, por exemplo).
Isto estd de acordo, também, com o tamanho varidvel das ornamentagdes
da ectexina e a ocorréncia de fusdes entre as cabegas de duas biculas

adjacentes.

Os fatores que levam as células-iniciais do esporangio a
diferenciarem-se em células do tapete permanecem pouco claros.
Entretanto, pode-se admitir a influéncia do feixe wvascular do estame neste
processo. Verificou-se que n&o ocorre a origem de células do tapete a
partir das iniciais cobertas pelos estratos parietais. Somente naquelas em
contato directo com o tecido conectivo ocorre a diferenciagao, claramente
centripeta. Substancias provenientes do feixe wvascular podem estar

atuando sobre as células iniciais através do tecido conectivo.
4.4, O processo de deiscéncia das anteras.

A deiscéncia das anteras de I paraguariensis segue uma série de
etapas que compreendem a diferenciacdo celular, atividade enzimatica
especifica localizada, desidratagdo dos tecidos e manifestacdo das forgas
de tensdo parietais. KEYJZER (1987a), estudando Gasteria verrucosa,
verificou que a expansdo das células da epiderme e endotécio é a primeira
manifestagdo citolégica relacionada a deiscéncia das anteras, ao mesmo

tempo em que ocorre a formagao de paredes espessadas em forma de "U"
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nas células do endotécio. Isto gera tensdées de parede gque serao
importantes nos movimentos dos estratos parietais na antese, para a
exposicdo dos graos de pdélen. Em I.paraguariensis, a expansdo simultanea
das células da epiderme e endotécio possivelmente geram as mesmas
tensdes mecanicas. Estudos mais detalhados envolvendo a desidratagao dos
tecidos sdo, entretanto, necessarios para esclarecer a importancia da

epiderme na abertura do esporangio.

A presencga de aberturas entre as paredes anticlinais das células
da epiderme também podem estar envolvidas na rapida comunicagao,
transmissdo de informagdes quimicas e com o processo de deiscéncia.
Possivelmente, a auséncia de estomatos deve evitar, entre outras coisas, a
rdpida desidratagdo das anteras, assim como as plantas que possuem uma
baixa freqiiencia de estomatos e que s#@o adaptadas a estocar &agua
(METCALFE & CHALK, 1979). SCHOENBERG & DINOUTTI (1989) mencionam a
presenga de estrias epicuticulares da membrana cuticular da epiderme das
pétalas e pistilo de Ilex paraguariensis. Ao mesmo tempo, comentam que
estas estrias poderiam sofrer distensdo com o aumento do volume das
células. Como foi relatado nos resultados, a epiderme de L paraguariensis
ndo apresenta estrias epicuticulares, mas estriagdo predominantemente
pécticas da parede celular. Estas estrias sdo recobertas pela fina e lisa

cuticula.

A abertura dos estomios demonstra que, provavelmente, existe
agdo enzimatica localizada nas células epidérmicas e do endotécio préximas
ao septo. Por outro lado, nio ocorre pressiao da‘ massa de graos de pdlen
contra a parede do esporangio gque resulte na ruptura do estomio. A
presenga de células da epiderme parcialmente dissociadas sugere um

mecanismo enzimatico, o que ndo descarta a contribuicdo de forgas
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mecanicas do endotécio facilitando a ruptura da lamela média das células

junto ao estomio.

-~

Simultaneamente & abertura do estomio, as membranas tapetal e
peritapetal sofrem ruptura junto ao septo. A massa de graos de pdlen néao
exerce pressdao contra as membranas de esporopolenina no interior da
antera. A pressdao interna dos liguidos loculares, entretanto, &

desconhecida.

Os espessamentos presentes no septo e a sua orientagdo nas
suas células que divide os esporangio devem, também, gerar forgas
centripetas e gue ocasionam um encurtamento das células septais, como
numa espécie de sanfona. Isto deve ampliar a abertura do estomio e

auxiliar no rompimento do saco que envolve os andrdfitos.

A ultima etapa do processo de deiscéncia consiste no movimento
centrifugo das paredes da antera, gragas aos espessamentos em forma de
ferradura encontrados no endotécio e conectivo. 0Os espessamentos
lignificados na regida mediana do tecido endotécio, em orientagao diferente
daqueles encontrados na maioria das células préximas ao septo, parecem
funcionar come um tipo de '"dobradica". Como os espessamentos
predominam nas paredes periclinais internas e radiais, com a desidratagdo
celular, o movimento executado deve ser centrifugo. Nas outras células do
endotécio junto aos septos, os espessamentos paralelos e predominantes
nas paredes periclinais interna e transversais ocasionariam um movimento
de enrrugamento de toda a parede da antera. Estes dois movimentos, em
conjunto, seriam importantes para a abertu.ra inicial da parede do
esporangio, para a exposicdo dos grdos de pdlen. Como as células, neste
momento, jA se encontram em degeneragdo (altamente plasmolizadas), este

movimento deve ser meramente mecanico. 0 tecido conectivo espessado,
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teria como fungdo, a realizacdo da maxima abertura dos esporéangios.

Mesmo anteras fixadas e desidratadas, ainda fechadas (mas com o
estomio ja aberto), que foram totalmente secas junto a uma fonte de calor,
apresentaram o movimento centrifugo das paredes. As paredes de cada

esporangio sofrem um movimento que é apenas limitado pelo contato entre

as paredes de dois esporangios adjacentes localizados em tecas diferentes.

4.5. A esporogénese e a gametogénese.

A esporogénese e a gametogénese seguem os padrbes descritos
na literatura embriolégica vegetal (MAHESHWARI, 1850; KNOX, 1984; JOHRI,
et al, 1992). A citocinese simultanea, com a divisdo centripeta do
citoplasma, a disposi¢do dos andrésporos numa configuracdo tetraédrica e
o carater trinucleado e  Dbicelulado do andréfito deiscente sao
caracteristicas que tém importancia no estudo comparativo embriolégico e

sao de importancia taxonomica (JOHRI et al, 1992).

4.6. Nimero de nucleos e células do andréfito.

COPELAND (1963), cita o status bicelulado de Ilex cornuti,
durante a deiscéncia. BREWBAKER (1967), num estudo taxonoémico do
nimero nuclear dos grdos de pdlen das Angiospermas, coloca que o pdlen
de espécies do género Ilex é binucleado, JOHRI et alii (1992) afirmam que,
com excecdo da familia Stackhousiaceae, as familias da ordem Celastrales

sdo caracterizadas por apresentarem grios de pdlen bicelulados.

Os andréfitos de I paraguariensis sdo trinucleados durante a

deiscéncia. Os nicleos espermdticos encontram-se extremamente proximos e
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compartilham um citoplasma, aparentemente, comum. Esta situagdo sugere
que, sem as técnicas aqui empregadas (sejam aquelas utilizadas na
coloragdo nuclear ou na preparagdo de cortes semifinos em resina
plastica), tornar-se-ia dificil avaliar o naGmero real de nicleos do
gametéfito maduro. Desta forma, foram estes fatores que determinaram a
avaliagao incorreta, por parte de outros autores, do real nuimero nuclear
do andréfito. Possivelmente, o comportamentoc dos nicleos espermaticos no
interior dos graos de pdlen de I.paraguariensis nao € um caso raro

dentro do contexto da embriclogia vegetal.

Outro aspecto a ser discutido €& a ocorréncia ou ndo de
citocinese da célula generativa, STEFFEN (1963) cita a ocorréncia da
compartilhamento de dois nicleos espermiticos num citoplasma comum. E,
entretanto, uma caracteristica incomum nas Angiospermas. As técnicas
empregadas neste trabalho e a nao utilizagdo de microscopia eletronica de
transmissdo, até este momento, indicam que a citocinese ndo ocorre.
Entretanto, as técnicas de microscopia ©éptica podem ndo Lter sido
suficientes para o poder de resolugdo necessirio para distingliir uma

possivel individualizagdo dos gametas masculinos.

A presenga de uma célula espermdtica binucleada poderia ser
muito atil no que se refere ao transporte dos nicleos espermaticos ao
longo do tubo polinico. Os ntcleos também poderiam ser descarregados
simultaneamente durante a fecundag¢idc do saco embrionario. Ao que tudo
indica, esta caracteristica da célula espermatica foi optimizada pelo

surgimento da unidade germinativa masculina.

BREWBAKER (1967) faz comentédrios a cerca da viabilidade dos
gridos de pdlen binucleados e trinucleados., Os gametéfitos binucleados

apresentam uma viabilidade maior que os trinucleados e uma capacidade
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de germinagdo mesmo em Agua, sem a necessidade de maiores nutrientes.
Esta menor viabilidade seria devida a utilizagcdo das reservas pelo
gametéfito na formagdo dos gametas antes da germinacdo. Em
I.paraguariensis ocorre uma utilizagdo das reservas de amido, presentes
em grande quantidade no citoplasma wvegetativo, durante o englobamento
da célula generativa. Apés a formacao da célula espermatica binucleada,
estas reservas sido totalmente consumidas. O andréfito maduro apresenta,
em decorréncia disso, uma auséncia de substdncias de reserva
(polissacarideos, proteinas ou lipidios ausentes quando a célula é
examinada sob as técnicas de coloragdo em microscopia oOptica). Este
carater do andréfito maduro se reflete no seu reduzido tempo de
viabilidade, j4 demonstravel em Laboratorio (mas com poucos dados para

uma conclusdo definitiva).

4.7. A Unidade Germinativa Masculina.

A associacdo entre o nicleo vegetativo e a célula espermaética
(unidade germinativa masculina) forma um veiculo de transmissao,
possibilitando a passagem de todo o ADN da gerag¢dc masculina ao longo do
tubo polinico (KNOX et alli, 1991). Muitos autores tém relatado a existéncia
de uma unidade germinativa masculina em grdos de pdélen. Em Plumbago
zeylanica (RUSSELL et alii, 1981), as células espermaticas no grao de
pélen maduro estdo ligadas e uma delas associada intimamente com o
niicleo vegetativo. Esta associacdo é mantida através do tubo polinico e
permite que as duas células espermaticas ‘e o nucleo vegetativo
atravessem o tubo como uma unidade, possibilitando um transporte
simultdneo e mais efetivo dos gametas em diregido ao gametdfito feminino.

PEI-HUA (1988), estudou a interagdo do ntcleo vegetativo e célula
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generativa (mais tarde gametas) nos grdos de pélen e tubos polinicos de
Clivia nobilis e Amaryllis vittata, in vitro, concluinde que no tubo polinico
existe uma associagdo estrutural e fisiologicamente ativa. RUSCHE et alii
(1988) analisando o tubo polinico de Zea mays concluiram que pelo menos

uma célula esperméatica tem intima associagdo com o nucleo vegetativo.

Em Ilex paraguariensis, o nucleo vegetativo envolve parcialmente
a célula portadora dos dois nilcleos esperméticos até a deiscéncia da
antera. O comportamento dos niucleos apés a formagdo do tubo polinico nao
foi estudada e, desta forma, dificultando uma conclusao precisa sobre o
papel desta interagdo. Possivelmente, em I.pgraguam’ensis (assim como em
outras espécies ja estudadas) também é uma unido funcional importante
para a manutengfo da saida simultidnea dos nicleos do andrdéfito durante a

germinagdo do tubo polinico a partir do estigma.

4.8. O grao de pdlen.

Segundo ERDTMAN (1952) os graos de pdlen das Aquifoliaceae
sao tricolporados. Quanto ao género Ilex, o autor afirma que a dimensio
do eixo polar varia entre 30 e 40pm, MARTIN (1977) classifica o pélen do
género Jlex como tricolporado, com uma forma que varia de oblato a
prolato, dependendo do seu grau de expansiao ou contragdo. Para
IL.paraguariensis, as dimensdes médias dos eixos polar e equatorial sdao 28,8
pm e 29,0 pm, respectivamente. FAGRI et al. (1989) classificam o pdlen do
género Ilex como tricolpade, intectado, com clavas varidveis e livres.
Afirmam, também, que algumas vezes os grdos de pdlen colporados sio
confundidos com graos de pélen colpados que apresentam uma constrigao

equatorial do colpo.
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Os resultados encontrados a cerca das caracteristicas do pdlen
de Ilex paraguariensis o colocam como grios nitidamente tricolporados. As
dimensdes do eixo polar e equatorial (ver tabela II) estdo de acordo com
os dados fornecidos por ERDTMAN (1952). As diferencas entre os dados
publicados por MARTIN (1977) sdo pequenas e possivelmente resultantes
da variabilidade normal da espécie. Quanto a colocagdo de que o género
Ilex é caracterizado po possuir graos de pdlen tricolpados, conclui-se que
isto se deva a andlise realizada em graos acetolizados nos quais a medina
é dissolvida por este processo. A sua auséncia, principalmente junto a
zona equatorial, daria a falsa impressaoc de compressac interna do colpo.
Na verdade, um poro verdadeiro existe e permite a exteriorizacdo, em

muitas vezes, da zona equatorial espessada da medina.

4.9. Primexina na ontogenia da ectexina e na compatibilidade pdlen—

estigma.

As caracteristicas da primexina, em I paraguariensis, demonstram
a sua grande importancia na formag¢do da esporoderme. HESLOP-HARRISON
(1968) cita que a primexina celulésica forma uma continua camada
envolvendo os andrésporos dentro da calose, com excecdo das A4reas
correspondentes As futuras aberturas. KNOX (1984) evidencia a
essencialidade da presenca da primexina (composta de material
microfibrilar celulésico) para a diferenciacdo da exina e cita alguns
modelos encontrados em diferentes espécies de Angiospermas, embora
completamente distintos daqueles apresentados neste trabalho. JOHRI et
alii (1992) falam da natureza celulésica da primexina. KEIJZER (1987b),
estudando Gasteria verrugosa, descreve a primexina como possuindo uma

constituicdo também celulésica. MASCARENHAS (1975), igualmente, atribui a
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primexina uma composigao primariamente celulésica.

Os resultados encontrados para [I.paraguariensis tornam,
entretanto, indiscutivel a natureza predominantemente péctica da
primexina (dcidos pécticos), embora ndoc sendo descartada a presenga de-
celulose como mais um componente. Mesmo nao tendo explorado a primexina
com maiores detalhes, KEIJZER (1982b) demonstra que esta tem uma
localizacdo, junto & exina, muito semelhante Aaquela encontrada em
I.paraguariensis, permanecendo inclusive, restos nas cavidades da exina. E
provdavel que seja encontrado, em outras espécies de Angiospermas, um
papel semelhante da primexina na formacioc da exina, como em

I.paraguariensis.

A primexina é essencial na formagio do padrio da ectexina do
pélen de I paraguariensis. A sua formagdo, ao redor dos andrésporos
envoltos na tétrade, garante uma orientagdaoc para a localizagao das
probaculas que atuam como um substrato inicial para a esporopolenina que
€ polimerizada. Nao foram estudados os fatores de influenciam e
determinam o padrac das probaculas inseridas na primexina de
Lparaguariensis, a partir da qual a esporopolenina gametofftica &
exteriorizada. Além disso, os fatores que levam a auséncia das probaculas
(visiveis pelas técnicas de microscopia 6ptica) nos colpos também nao
estio esclarecidos. As secc¢des semifinas demonstram, entretanto, que
podem existir, em menor escala, canais radiais que atravessam os discos
espessados equatoriais da primexina. Estes canais parecem conduzir
precursores de esporopolenina ndo-polimerizada do interior do andrésporo
para a superficie externa da esporoderme, contribuindo para o isolamento

dos materiais pécticos da primexina entre as capas de esporopolenina da

endexina, na regido equatorial,
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A origem das probaculas na primexina pode estar associada a
presenca de reticulo endoplasmatico(RE) emergente do citoplasma,
atravessando o plasmalema, durante o estdagio de tétrade (STANLEY et al.,
1974). O RE evitaria a deposicdo de materiais pécticos e celuldsicos
provenientes do andrdésporo e seu padrdo de organizacdao determinaria o
padrdo topogréafico das probaculas na primexina. Outras evidéncias tém
relacionado a localizagdo das bédculas na primexina com a posi¢do do
reticulo endoplasméatico nas regitGes periféricas do citoplasma, na forma de
tibulos membranosos (HESLOP-HARRISON, 1968). Quanto aos canais nos
discos pécticos espessados, sua origem pode relacionar-se as fibras de
fuso que orientam o arranjo das tétrades apds a meiose. Assim come o RE,
as fibras de fuso evitariam a deposigdoc de &acidos pécticos e celulose e
sua conformacdo em feixes radiais, ligando os nucleos na tétrade,

explicaria os canais radiais equatoriais que atravessam a primexina.

Os 4acidos pécticos comprimidos dentro da endexina pelo
surgimento da medina tém destino desconhecido. A simultaniedade dos
processos de sintese de medina e desaparecimento dos discos lenticulares

pécticos da primexina podem estar relacionados ou nao.

As proteinas presentes na primexina tém origem, provavelmente,
no tapete. Segundo JOHRI et al (1992), o tapete sintetiza proteinas fibro-
granulares que sdo liberadas para o fluido locular durante a maturac¢do do
polen. Estas proteinas penetram a exina do grdo de pdlen e sdo estocadas
entre as regides das baculas. Em [Lparaguariensis, a primexina péctica
atua como um substrato para a deposi¢do das proteinas tapetais. Durante
o processo de hidratagio do griao de pdlen sobre a superficie do estigma,
as proteinas presentes na exina sdo liberadas para a superficie do

estigma que, entdo, atuam no reconhecimento do pélen (HESLOP-HARRISON,
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1976). A propriedade dos acidos pécticos da primexina em formar um gel,
quando hidratadas, parece ser de grande importancia no acumulo e
transporte de proteinas da exina para a superficie das células do estigma.
As proteinas encontradas nos colpos, sobretudo sobre a regido dos poros,
também devem estar envolvidas no processo de germinagao e
compatibilidade. Além disso, o enriquecimento dos graos de pélen com
substancias protéicas tornam muito atrativoes para os insetos que se
alimentos a partir deles. Foram observades, em campo, insetos
alimentando-se de anteras inteiras, antes da deiscéncia. As demais pegas

florais, entretanto, sao desprezadas pelos insetos.

Em I.paraguariensis,. apoés a dissolucao da calose e aumento de
volume dos andrdésporos, a primexina nioc sofre diminuig¢do visivel na sua
espessura. STANLEY et al (1974) sugere que novos materiais sao
rapidamente adicionados durante o aumento de volume, mantendo a sua
espessura inalterada. Neste caso, o tapete deve estar envolvide na
producdo e liberagdo para o fluide locular de Acidos pécticos que sdo
adicionados & primexina. Qutra hipdtese é a existéncia de microcanais
atravessando a exina e comunicando o citoplasma gametofitico com o
exterior do gréo de pdlen. Através destes microcanais, pectinas ou até

mesmo proteinas poderiam ser acrescentados a primexina.

4.10. Ontogenia da ectexina.

A formagdo inicial da ectexina é, claramente, realizada pelo
andrésporo, envolvidoe pela primexina e pela calose. BHANDARI (1984)
afirma que a calose atua como uma barreira seletiva a diferentes

compostos quimicos, UFFELEN (1991) coloca que o controle esporofitico é o



DISCUSSAO E CONCLUSOES 45

principal mecanismo governante na formag¢do da parede em tetrdsporos na
familia Polypodiaceae (Filicales). A autora argumenta que, se houvesse uma
barreira funcional da calose envolvendo os tetrdsporos e isolando-os do
controle esporofitico de formacao da parede, as diferencas genéticas entre
as tétrades deveriam refletir-se em diferengas morfolégicas entre as
paredes dos esporos de um mesmo esporangio. Nao €& conhecida,
entretanto, a permeabilidade da calose aos precursores de esporopolenina

derivados do tapete.

Os resultados indicam que ndo ha contribui¢do esporofitica nas
etapas iniciais de formacdo da exina, em I[.paraguariensis. 0 esporéfito,
através do tapete, tem participagdo somente apés a dissolugdo da calose. A
localizacdo da camada basal da ectexina, sob a parede péctica de primexina
(isolada do contato com o fluido derivado do tapete), indica uma atuacao
exclusiva do andrésporo na formagdo e aumento em espessura da camada
basal. A calose, ao mesmo tempo, pode ter um papel importante na
determinacdo do padrao inicial da ectexina. A calose pode funcionar como
um "molde negativo" para a polimerizagdo da esporopolenina proveniente
do andrésporo (BANDHARI, 1884). Em I.paraguariensis pode haver uma acio
da calose como um determinador dos limites que devem ser alcangados
pelos precursores de esporopolenina em polimerizagdo, evitando que

ocorram fusdes prematuras entre as baculas adjacentes da ectexina.

Os resultados sugerem gque a sintese da ectexina comega com a
polimerizagdo interna de esporopolenina sob as bprobécu]as incluidas na
primexina., Com o incremento da polimerizagdo e o inicio da formacido da
camada basal, a pressdo dos citoplasma do andrésporo forga a saida das

probdculas que se dirigem para junto da calose. A sua emergéncia
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determina o aparecimento das baculas. Como as baculas expandem-se nas
suas extremidades, mesmo ainda incluidas na calose, ainda nao estd
esclarecido. Com a dissolugdo da calose e a separacdao dos androésporos, as
baculas entram em contato com os precursores de esporopolenim;
presentes no fluido locular, liberados pelo tapete. Neste momento, comega
a participagdo esporofitica. As béaculas sofrem um acréscimo de tamanho

nas suas extremidades, tornando as cabegas bem evidentes.

O tapete atua, apés a dissolugdo da calose, para o aumento das
cabecas nas extremidades das baculas da ectexina. Os precursores de
esporopolenina de origem tapetal, presentes no fluido locular, polimerizam-
se sobre as cabecas de origem gametofitica da esporoderme. Esta
deposicdo parece ser aleatdria, dependente apenas do grau de atividade
do tapete. 0O tamanho wvariado das ornamentagées da ectexina, demonstra
uma polimerizagao apenas dependente da presenca de materiais liberados

pelo tapete.

A primexina atua como barreira contra a deposigdo de
esporopolenina esporofitica impedindo, de alguma forma, que ocorra
polimerizagdo dos precursores livres no fluide locular, sempre em contato
com as substancias pécticas entre as baculas. Este processo deve estar
relacionado com uma auséncia ou presenca de substancias especificas na
primexina (proteinas da primexina?) que impedem uma polimerizagao
uniforme e nao localizada de esporopolenina esporofitica. Além disso, a
polimerizagdo de esporopolenina pode ser dependente da presenga do
mesmo composto JA polimerizado. Isto, entretanto, nédo explicaria como

ocorre a formagio dos primeiros polimeros.
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4.11. A endexina e sua origem.

SAAD (1963) afirma que os graos colporados sao, unicamente,
graos colpados modificados onde a medina dos colpos e intercolpos torna-
se acetblise-resistente devido a uma impregnacdo com esporopolenina. A
medina, entretanto, retém suas propriedades originais sob os poros. A
endexina de I. paraguariensis corresponde a camada da medina modificada
de SAAD. As coloragbes empregadas nos cortes semifinos indicam que a
endexina é impregnada com esporopolenina, embora com caracteristicas
diferentes daquela encontrada na ectexina. A endexina surge inicialmente
a partir da impregnacdo com esporopolenina de uma capa hialina
(celulésica ?) presente sob a ectexina, nos colpos, em andrdésporos jovens,
recém liberados da calose. Progressivamente, é depositada ao longo de
toda a superficie do androsporo, sempre sob a ectexina, nado ultrapassando
esta em espessura. O inicio de deposicdo da endexina estd relacionado com
a liberagdo e individualizacdo dos andrésporos e, talvez, substancias
provenientes do tapete e presentes no fluidoe locular atuem como
sinalizadores ou desencadeadores de um novo ciclo de produgao

gametofitica de esporopolenina.

Ocorreram diferengas entre as medidas ja realizadas sobre a
espessura da camada basal da ectexina (nexina), executadas por MARTIN
(1977), em graos acetolizados, e aquelas realizadas neste trabalho, em
graos de pdlen fixados em glutaraldeido 2% (ndc-acetolizados). Os menores
valores para os graos acetolizados parecem indicar que este processo
provoca algumas alteragbes na camada b.asal. Estas alteracoes,
provavelmente, ocorrem na endexina. As diferengas de coloragio e a
ontogenia da endexina permitiu concluir que esta apresenta, em contraste

com a ectexina, outros elementos em sua constituicdo, além da



DISCUSSAO E CONCLUSOES 48

esporopolenina.

4.12, A medina e sua importancia fisiolégica.

A medina, termo usado pela primeira vez por SAAD (1963), é,

claramente, em I.paraguariensis, uma camada distinta da intina e,
predominantemente, composta por polissacarideos Aacidos (acidos pécticos).

Por apresentar as mesmas caracteristicas evidenciadas por SAAD,

considerou-se adotar esta terminologia para a denominacao deste estrato
da esporoderme. Para o autor, a medina trata-se de uma camada hialina e
de consisténcia lamelada, distinta e independente da intina e exina, sendo
fortemente corada pelo vermelho de ruténio e que tem importancia na

acomodacgao das mudancas de volume, protecao das regioes de abertura e

formacdo do tubo polinice. A medina tem correspondéncia com a camada-Z
encontrada em gramineas (KNOX, 1984).

Os testes histoquimicos revelam que a medina, ao contrario da
intina, predominantemente celulésica, é constituida principalmente por

acidos  pécticos, depositados através de ciclos de sintese de
polissacarideos, realizados durante a fase de esporo e fase gametofitica. A
distinta estratificagdo da medina é visualizada pela diferente densidade de
coloracdo dos Aacidos pécticos presentes, que sdo mais densos na segunda

camada, mais interna, do gque na primeira, mais externa.

A natureza péctica higroscépica da medina possibilita a absorcédo

de agua com consideravel aumento de volume desta camada, demonstravel

em seccoes de graos de pdlen mantidos em meio de cultura. Com a

hidratacao, os grédos de pélen de I. paraguariensis tém um aumento de

volume da medina, que rompe a exina somente nas aberturas localizadas
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nos colpos, onde é mais delgada e enfraquecida. Como a exina apresenta
uma consisténcia plastica, a medina também amplia o volume externo do
grdo de pdlen, ao mesmo tempo que diminui o wvolume citoplasmatico da
célula vegetativa, Isto, consequentemente, aumenta a pressdo da célula
contra a esporoderme, o que contribui para saida inicial do tubo polinico.

A medina cumpre, entdo, importante papel na germina¢do do gametdfito.

A medina também tem funcdc na formacgao inicial do tubo
polinico, pois apresenta-se como uma camada continua com a parede

péctica emergente do tubo em formacao.

Ainda n3o estido esclarecidos o destino e o papel dos Aacidos
pécticos presentes na forma de discos lenticulares espessados nas regides
equatoriais dos colpos. 0 inicio do seu desaparecimento é simultineo ao
inicioc da formagdo da medina e os dois processos podem estar relacionados

de alguma forma.



5. CONSIDERACOES FINAIS.

O estudo embrioldégico do desenvolvimento dos androsporangios,
esporogénese, gametogénese e ontogenia da esporoderme permitiu chegar a
resultados que até agora ndo haviam sido relatados dentro do campo da

Embriologia Vegetal e gque merecem mais alguns comentérios finais.

5.1.Sobre a ontogenia e diferenciagdo dos androsporangios.

A ontogenia dos androsporangios de I[.paraguariensis apresenta
alguns aspectos pouco comuns dentro do contexto da Embrioclogia Vegetal.
Estes aspectos ocasionaram a discussio dos termos até entdo usados:
arquespdric e tecido esporogénico. Sugere-se que seja realizada uma

revisdo quanto ao uso destas terminologias.

0 surgimento do arquespédrio da-se muito tardiamente. As células
iniciais do arquesporio sio derivadas das células iniciais do esporangio
que nao sofrem diferenciagdao em células do tapete interno. O tapete
interno, em nenhuma hipétese, é derivado das células do tecido conectivo
préximas ao tecido meristemédtico esporangial. Estas caracteristicas ainda
ndo haviam sido descritas para a familia Aquifoliaceae e muito menos para
as Angiospermas., Estudos que esclarecam quais os fatores que coordenam
a diferenciagdo das células do tapete interno devem merecer atencédo

especial e constituem-se num assunto muito atrative para estudos futuros.

5.2. Sobre a ontogenia do tapete.

O tecido tapetal que envolve completamente as células iniciais do

arquespério é origindrio da  continuidade do  tapete parietal
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uniestratificado com as células do tapete interno, originarias da
diferenciagdo direta das células inicias do espordngio. As caracteristicas
do tecido de nutricdo para a formacao da geragao gametofitica ndo tém
similares dentro dos padrdes de formagdo do tapete até agora descritos.
Até aqui, as uUnicas exce¢does quanto & origem do tapete interno,
predominantemente de origem conectival, eram aquelas que descreviam a
sua origem a partir da esterilizacdo do tecido esporogénico. Um estudo
mais abrangente, que envolva outras espécies da familia Aquifoliaceae e
uma comparagdo com as familias conhecidas que apresentam tapete de
origem esporogénica, €& de grande importancia e deve ser realizado

posteriormente.

5.3. Sobre a medina.

A literatura embriolégica parece ainda nao reconhecer a
importancia do trabalho executado por SAAD (1963). A medina é um estrato
independente da intina e provavelmente estd presente em muitos grios de
pélen. Entretanto, sempre foi considerada como pertencente a intina. SAAD
soube colocar, em seu trabalho sobre a medina, fortes argumentos para
considera-la como mais um estrato da esporoderme. Este trabalho reforca
as suas conclusdes e sugere que seja adotado este termo, bem mais
adequado comparado a abordagem dada a estratificacio da parede do

androéfito.



6. FIGURAS.

Fig. 1 A-K. Desenvolvimento das anteras e botdes florais de Ilex
paraguariensis. Os numeros entre parénteses indicam o nimero de dias
passados a partir de um botdo floral com 1 mm de diametro. A,F. Durante.
a meiose das células-mde de andrésporo e formagao das tétrades. B,G.
Durante o estiagio de dissolugio da calose, separacdo e vacuolizagdo dos
andrésporos. C,H. Durante a mitose do niicleo do andrésporo com origem
das células vegetativa e generativa. D,I. Durante o englobamento da célula
generativa, E,J. Durante a formagdo da unidade germinativa masculina. K.
Flor estaminada em antese.

Escala (canto inferior esquerdo): 3 mm.






FIGURAS 54

Fig. 2 A-B. Meristemas indiferenciados em primoérdios estaminais, sob
secgdo transversal. A.Secgdo tranversal de primérdio estaminal mostrando
um dos dois grupos de células meristematicas do primérdio, recobertas
pela protoderme. B.Secgdo tranversal do primérdio estaminal, mostrando
meristema (detalhado) e indicios da formagdo de duas regides
meristemédticas inicias, assim como os dois lobos da teca. 0O tecido
conectivo adjascente, ndo detalhado, é composto por células vacuolizadas.
Escalas: 50 pym (& esquerda) e 200 pm (a direita).






FIGURAS 56

Fig. 3 A-B. Células iniciais do esporangio em anteras jovens. seccionadas
tranversalmente. A.Células iniciais de uma mesma Leca separadas por septo
parenquiméatico vacuolizado (ndao detalhado). B.Células iniciais cobertas pela
camada parietal primiria (esporangio inferior) e pelas camadas parietais
secundarias interna e externa (esporangio superior), numa mesma teca.
Escalas: 50 pym (& esquerda) e 200 pm (& direita).






FIGURAS 58

Fig. 4. Seccdo transversal da antera mostrando as células do tapete
interno (indicadas por um ponto negro) derivadas da diferenciagdao das
células iniciais do esporangio (rachuradas). No esporangio superior, o
endotécio (en) e a camada média (cm) sdo derivadas do estrato parietal
secundario externo. O estrato interno funciona diretamente como tapete
parietal (ta). O esporidngio inferior apresenta apenas as camadas parietais
secundarias,

Escalas: 50 pm (superior esquerda) e 200 pm (inferior direita).






FIGURAS 60

Fig. 5. Esporangio com estratos parietais jovens em antera seccionada
transversalmente. O endotécio (en) é predominantemente uniestratificado,
mostrando (a4 direita), duas camadas de células. A camada média parietal
(cm) também € uniestratificada. Note a continuidade com as células do
tecido conectivo (cn). O tapete parietal (ta), restrito apenas & faixa de
origem parietal secundaria, pode ser distintec do tapete interno (ti) , em
forma de "U", pela diferenga do nimero de estratos celulares e pelo
volume celular. As células iniciais do arquespério (cia) encontram-se
totalmente envolvidas pelas células do tapete parietal e interno.

Escalas: 20 um (canto superior direito) e 200 pm (metade inferior da

péagina).






FIGURAS 62

Fig. 6 A-E. O esporidngio jovem. A.Esporangios com células inicias (cia) e
tapete interno (ti) com grandes wvacitiolos. B.Espordngios com células-mae
de arquespédrio (cma) envolvidas pelo tapete parietal (ta) e tapete interno
(ti). C.Mitose da célula-mde do arquespdrio em divisdo mitética. D. Células-
mde do arquespdrio dotadas de paredes onduladas. E.Esporangio com
células-mde de andrésporo em interfase meiética. As células do tapete
parietal (ta) sdo predominantemente uniestratificadas enguanto as células
do tapete interno (ti) s8o organizadas em vAarios estratos.

Escalas: 50 pm (A, D, E); 20 pm (C); 100 pm (B).
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FIGURAS 64

Fig. 7 A-D. A epiderme. A.Célula epidérmica (ep) em antera durante a fase
de célula generativa periférica. 0O endotécio (en) ja apresenta
espessamentos, a camada média (cm) ainda persiste e tapate (ta) esta em
processo de degeneragdo e recobertas pelos orbiculos. B.Vista frontal da
cuticula recobrindo a epiderme, vista sob microscopia eletronica de
varredura. C.Secgdo transversal da célula epidérmica mostrando uma
abertura (seta) entre as paredes radiais. Note a auséncia da lamela média.
Corada com vermelho de ruténio. D.Estrias pécticas da parede periclinal
externa da epiderme. As estrias sido recobertas pela cuticula (ndo-visivel).
Corada com vermelho de ruténio.

Escalas: 10 pym (B) e 20 pm (A, C, D).






FIGURAS 66

Fig. 8 A-D. O tapete. A.Células do tapete (& direita), com nucleos

polipléides e campos primarios de pontuacdo, adjascentes as células-mae

de andrésporo. B.Eletromicrografia de varredura mostrando a membrana

peritapetal recobrido os restos das paredes anticlinais do tapete (setas).

C.Eletromicrografia de varredura mostrando corplsculos de Ubisch

(orbiculos) sobre a superficie periclinal interna de uma célula do tapete.

D.Corplsculos de Ubisch (u) e massa de esporopolenina (e) derivados das
células do tapete.

Escalas: 1 pym (C); 10 pm (B); 20 pm (A); 50 pm (D).
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FIGURAS 68

Fig. 9 A-F. Alteragées da morfologia nuclear das células do tapete. A.
Célula do tapete uninucleada, vacuolizada, antes do inicio da meiose das
CMAn. B. Células binucleadas do tapete durante os estidgios iniciais da
préfase meidtica das CMAn. C. Durante o transcorrer da meiose. Estao
representadas células tetranucleadas e células com nucleos polipléides. O
nimero de nucléolos di uma estimativa da nimero de ploidia nuclear. D.
Durante a fase de tétrade de andrdsporos. Células polipléides binucleadas
e com nucleos polipléides fusionados estdo representados. E. Durante a
vacuolizagdo inicial dos andrdsporos. Os nfcleos polipléides mostram uma
redugdo nos contetdos de cariolinfa. F. Durante o principio de formacgao
da unidade germinativa masculina.

Escala: 20 pm.

I

Uilve:

Bepar.s

:wiinleg

A

BIBLIOTECA






FIGURAS 70

Fig. 10 A-E. 0 endotécio e a deiscéncia. Anteras em secc¢do transversal.
A.Células do endotécio (en) préximas do septo (se) apresentando,
predominantemente espessamentos nas paredes periclinais internas e
tranversais. A epiderme (ep) que recobre o septo é composta por células
achatadas. O saco de esporopolenina (seta) ainda estd integro,
B.Espessamentos presentes no septo, entre dois esporangios. C.Células do
endotécio e epiderme com dissolucdo da lamela média e abertura do
estomio. D.Deposicdo de Aacidos pécticos sobre a face interna dos
espessamentos do endotécio (setas). Corado com Vermelho de Ruténio.
E.Espessamentos do endotécio e septo sob microscopia dJ&ptica de
polarizacao.

Escalas: 20 pm (D); 50 ym (A, B, C); 100 pm (E).






FIGURAS 72

Fig. 11 A-H. Androsporogénese de I.paraguariesis. O anel hialino entre as
células em meiose e a parede de calose (c) trata-se de um artificio
decorrente da fixacdo. As secgbes foram realizadas em botdes incluidos em
parafina.A-C.Células-mée de andrésporo em préfase meidtica. D.Metiafase 1.
Note as fibras de fuso. E.Tel6fase 1. Observe a reorganizacdo nuclear e
nucleolar (seta) e a auséncia de citocinese. F.Metafa II. G.Teléfase II, com
inicio da citocinese simultanea. Observe os primeiros sinais da constrigio
do citoplasma e a deposicdo de calose (setas). H.Tétrades envoltas por
calose vistas sob microscopia éptica de fluorescéncia. A calose apresenta—
se brilhante

Escalas: 20 pm (A-G); 30 pm (H).






FIGURAS 74

Fig. 12 A-D. Presen¢a e migracdo de plastidios durante a esporogénese.
A.Plastidios nas células iniciais do arquespério (cia). A seta indica um
plastidio com um grao de amido. Acima, sdo visualizadas células do tapete
parietal (ta) e camada média (cm). B.Célula-mde de andrésporo em teléfase
II. Os plastidios, contendo grdos de amido, estdo localizados ao longo da
faixa equatorial da célula, entre os nucleos (n). C.Células-mae em teléfase
II. Os plastidios estdo em distribuigdo homogénea no citoplasma, no inicio
da constricdo durante a citocinese (setas). D.Tétrade de andrésporos.
Coloracao: Azul de Toluidina (A) e PAS/Azul de Toluidina (B-D).

Escala: 20 pm.






FIGURAS 76

Fig. 13. Seccdo tranversal de antera durante o estiagio de tetrade de
andréporos. Os andrésporos (an) estdo envolvidos por calose (c) que os
isolam das vesiculas (v) presentes no fluido locular, liberadas pelo tapete
(ta). A epiderme (ep) mostra estrias na parede periclinal externa.

Escalas: 20 pm (canto superior esquerdo) e 200 pm (inserte).
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FIGURAS 78

Fig. 14. Secgéio transversal da antera mostrando andrésporos jovens apds
a dissolugdo da calose. Os andrésporos (an) apresentam o citoplasma
denso, sem vaciuolos, com alguns leucoplastos contendo grdos de amido. A
esporoderme jovem é constituida pela primexina (pr) entre as béculas e
ectexina (ect). Note a primexina na forma de discos Ilenticulares
espessados com canais radiais na regido equatorial dos colpos. O tapete
(ta) ndo possue mais as paredes periclinal interna, tranversais e radiais.
Restos das paredes radiais sao visiveis (seta).

Escalas: 20 pm (canto superior esquerdo) e 200 pm (inserte).
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FIGURAS 80

Fig. 15. Secc¢do tranversal da antera contendo andrdésporos (an)
vacuolizados, momentos antes da mitose. Alguns grdos de proteinas estao
presentes no interior dos vacuolos, nos andrdsporos. A esporoderme ji se
apresenta estratificada em primexina (pr), ectexina (ect), endexina (end) e
medina (me). O tapete (ta) ja se encontra em inicio de degeneraqfo.
Orbiculos ou corpusculos de Ubisch (u) s@o visives principalmente nas
superficies periclinais internas do tapete. Massas de esporopolenina (e)
também estdo presentes. Uma membrana  peritapetal (mp), de
esporopolenina, reveste 2 parede periclinal externa do tapete e os restos
das paredes radiais e transversais. O endotécio (en) comega a apresentar,
jonto 4 parede primAaria, espessamentos lignificados em "U" (es).

Iscalas: 20 pm (canto superior esquerdo) e 200 pm (inserte).
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FIGURAS 82

Fig. 16 A-G. Gametogénese. Técnica de esmagamento e coloragcdo com
hematoxilina. A técnica ndo permite a visualizagdo dos wvactolos. A.Nucleo
do andrdsporo em proéfase mitética. B.Cromossomos na placa equatorial
vistos frontalmente, durante a metafase. C.Metafase, vista lateralmente.
Repare na localizagcdo periférica dos cromossomos alinhados na placa
equatorial. D.Andfase, demonstrando formagdo desigual das fibras de fuso.
E.0 mesmo que D, vista em outro angulo., F. Célula generativa (cg) e
vegetativa formadas (cv). A célula generativa estd periférica, com forma
esférica e perfeitamente destacada do citoplasma vegetativo. G.Célula
espermatica binucleada envolta pela célula vegetativa, com um nicleo (nv)
dotado de dois nucléolos. Os ntcleos espermAticos estdo paralelos e
sobrepostos.

Escalas: 20 pm (canto inferior direito).
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FIGURAS 84

Fig. 17. Antera sob secg@o transversal com gametdfitos (graos de pdlen)
formados pela célula vegetativa com um ntcleo hialino (nv) préximo a
célula espermatica falciforme (ce) binucleada (ce). A célula espermética
come¢a a se aproximar do nilcleo vegetativo (nv) para a formacdao da
unidade generativa masculina. As membranas tapetal e peritapetal estdo
reunidas, formando o saco de esporopolenina (se) que envolve, por
completo, os graos de pdlen. A epiderme (ep) apresenta grandes campos
primarios de pontuacdo (setas) nas paredes radiais.

Escalas: 20 uym (canto superior esquerdo) e 200 pm (inserte).
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FIGURAS 86

Fig. 18 A-H. Transformagdes ocorridas no andrésporo a partir da
dissolugdo da calose. A.Andrésporo livre, com plastidios contendo graos de
amido. B.Nicleo do andrésporo polarizado. C.Célula generativa periférica
com nicleo (ng) com menor diametro que o nucleo vegetativo (nv).
D.Gametéfito rico em graos de amido (a), durante a mesma fase que em C.
E.Célula generativa (cg) envolta pela vegetativa, com nucleo central
hialino (nv). Note a reducdo no tamanho dos grios de amido e a parede
pectocelulésica da célula generativa. F.Célula espermativa binucleada (ce)
com forma alongada. A seta indica a cauda citoplasmatica decorrente do
seu envolvimento pela célula vegetativa, sempre com ntcleo (nv) central
G.Nicleo vegetativo (nv) envolvendo a célula espermitica (ce), na unidade
germinativa masculina. Note o pequeno nucléolo presente no nitcleo
vegetativo. H. Célula espermatica (ce) no andréfito maduro, na antera
deiscente.

Escala: 20 pm (A-H).






FIGURAS 88

Fig. 19 A-D. A unidade germinativa masculina. A.Unidade germinativa
masculina sob secg¢do longitudinal. O nicleo vegetativo (nv) aparece sob a
célula espermatica binucleada (ce), paralela a ela. B.Sob seccdo
transversal. Note que o nv envolve parcialmente a célula espermaética.
C.Em secc¢do longitudinal, agora num plano perpendicular a secgdao em A.
D.Representagdo  artistica da unidade germinativa masculina de
I.paraguariensis. A '"cauda" fina numa das extremidades da célula
espermatica corresponte ao estrangulamento citoplasmatico resultante do
incorporagdo da célula generativa pela célula vegetativa.

Escalas: 10 pm.
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FIGURAS 90

Fig. 20 A-F. Testes histoquimicos no andréfito seccionado. A.Corado com
Coomassie Blue. O colpo (seta maior) e a primexina (setas menores)
apresentam resultados positivos para o teste. Grénulos proteicos (p) estao
presentes no citoplasma vegetativo, quando a célula generativa ainda esta
periférica. B.Grande massa amorfa de proteina no interior do wvactolo da
andrésporo polarizado. Corado com Coomassie Blue. C.Coloragdo com
Vermelho de Ruténio demonstrando a presenca de A&cidos pécticos na
medina (me) e na parede que envolve a célula generativa). D-F.Coloragao
com Pironina e Verde de Metila. As setas indicam as maiores concentragdes
de ARN junto aos colpos (em D e E) e envolvendo a unidade germinativa
masculina (em F).

Escala: 20 pm (A-F).
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FIGURAS 92

Fig. 21. A-G. A primexina, a medina e a intina. A.Medina (me) espessada
sob os colpos, durante o envolvimento da célula generativa pela célula
vegetativa. A primexina (pr) estd sempre presente. B.Biestratificacdao da
medina (me). C.Colpo rompido pelo aumento de volume do citoplasma
vegetativo. D.Intina (i) envolvendo o andréfito desprovido da medina e da
exina. E-G.Hidratagdac da medina em graos de pdlen colocados em meio de
cultura (gelatina 2% com sacarose 10%).

Escalas: 20 pm.






FIGURAS 94

Fig.22 A-D. Eletromicrografias de varredura do grao de pdlen jovens e
maduros, n#do-acetolizados. A.Andrésporos recém liberados da calose,
reunidos ainda em uma tétrade. B-D.Grdos de pélen mostrando a
ornamentacdo da exina e proteinas (granulagdoes) sobre os colpos.
E.Corptisculos de Ubisch sobres as células do tapete.

Escalas: 4 ym (B,E); 6 pm (C,D); 10 pm (A).
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FIGURAS 96

Fig. 23 A-J. Ontogenia da esporoderme e as transformag¢ées durante a
esporogénese e gametogénese. As circunferéncias servem para destacar a
regido equatorial dos poros. A.Tétrade de andrésporos envolta por calose
(c), apresentando ectexina jovem (ect). B.Andrésporo jovem, recém
liberado da calose, com discos espessados pécticos, com canais radiais, nas
zonas dos colpos e endexina hialina (end) celulésica (?) sob os mesmos
(exclusivamente), Note a primexina (pr) entre as bédculas da ectexina (ect).
C.Andrésporo com endexina (end) depositada sob a ectexina. Nos colpos, a
endexina comega a envolver os discos pécticos. D.Andrésporo wvacuoclizado
polarizado com discos pécticos isolados pela endexina e medina (me)
surgindo sob o0s colpos. E.Nicleo do andrésporo profédsico. O material
péctico no envelopado pela ectexina comega a ser comprimido. Repare na
compressdao central da endexina pela medina. F.Célula generativa (cg)
junto & esporoderme. Note o grande numero de grdos de amido no
citoplasma da célula vegetativa (cv) e o fim da sua vacuolizacdo. G.Inicio
do envolvimento da célula generativa pelo citoplasma da célula vegetativa.
O material péctico, anteriormente presente entre a endexina, foi totalmente
compactado. H.Célula generativa no interior da célula vegetativa e a
formagdo do "cordao citoplasmatico" que une a primeira a esporoderme. Os
grios de amido desapareceram e numerosos plastidios circulam o niucleo
vegetativo. IL.Gametdfito com unidade germinativa masculina central. A
esporoderme estd completa e estratificada em uma primexina (pr), que
permanece entre as baculas, ectexina (ect), endexina (end), medina (me),
mais espessa na regido equatorial dos colpos e intina (ndo visualizada
neste desenho), J.0 mesmo que em 1 (neste a unidade germinativa
masculina estd seccionada transversalmente). Repare na diminuigdo da

espessura da ectexina e endexina na regido equatorial do colpo.

Escala: 20 pm.
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TABELA I. Reagdo dos estratos da esporoderme (em secgdo) de graos de polen maduros
de llex paraguariensis a diferentes técnicas histoquimicas.

TﬁCNIg:A ESPECIFICIDADE ESTRATOS DA ESPORODERME
HISTOQUIMICA
Intina Medina Endexina  Ectexina  Primexina
PAS Polissacarideos  in- = + - = 3
soliveis com grupos
hidroxil livres.
Vermelho de Ruténio. Polissacarideos  aci- - i§ = = e
dos (4cido péctico).
Azul de Toluidina pH 4.0. Grupos écidos po-
lianidnicos: azul; li_g— a2 Y & & +
nina e compostos fe- - erd - ;
nolicos: verde; aci- P :;mrz Y:lar: PRERY
dos pécticos:verme-
lho ou pirpura.
Azul de Anilina 0 005% .  Esporopolenina - =t + o =
Floroglucinol. Lignina. - - = - =
Coomassie blue. Proteinas. = - - » +

! A "especificidade® do Azul de Anilina 0.005% ( BHANDARI et alii, 1971 ) trata-se, na verdade, de uma
grande afinidade do corante com a esporopolenina, que mantém-se corada apos a lavagem com os diferentes
solventes empregados na técnica.



TABELA II . Medidas dos cixos polar ¢ equatorial, espessura da nexina e didmetro das
ornamentagdes (sexina) dos grios de pdlen de llex paraguariensis (fixados em
glutaraldeido 2%) comparados com as realizadas por ERDTMAN (1952), para o
género /lex ¢ por MARTIN (1977), para l.paraguariensis, a partir de graos de pélen
acetolizados. Medidas em pm e médias entre parénteses (10 medigdes realizadas).

EIXO ESPESSURA DA DIAMETRO DAS
EIXO POLAR EQUATORIAL NEXINA ORNAMENTACOES
(min - méx) DA SEXINA
(min - méx)
Fixados em 24,3 (25,4) 26,9 23,3 (27,2) 29,7 0,86 - 1,26 0,66 - 2,47
glutaraldeido 2%
Segundo
ERDTMAN 30- 40 - - -
(1952)
Segundo 25 (28,8) 37 27 (29,0) 31 05-1 0,5-25

MARTIN (1977)
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