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ILEX PARAGUARIENSIS (AQUIFOLIACEAE)
ENDOSPERMA E EMBRIAO DURANTE A EMBRIOGENESE TARDIA*

Por E. D.HEUSER', A.G. FERREIRA?, J.E. DE A. MARIATH?

Summary llex paraguariensis (Aquifoliaceae) Endosperm and embryo during late embriogenesis. The
seeds of llex paraguariensis St. Hil. (erva-mate) have rudimentary embryos when the fruits are ripe. Those
seeds take a long time to germinate —6 to 8 manths— and a high percentage of them fail to germinate. The
reasons for this late embryonic development failure are not quite clear. In order to elucidate this problem,
morphoanatomical studies of seeds atdifferentstages of embryonicdevelopmentwere carried out from pyrenes
cultivated under field conditions during twelve months. Structural changes could be observed such as the
formation of cotyledons, the gradual growth of the embryo axis and tissue differentiation. The suspensor in the
embryon was observed from early to late embryogenesis. Histochemical tests disclosed the lipoproteic nature
of the cytoplasmic reserves. In advanced stages of embryogeny, these reserves are modified near the embryo,

indicating that they are being consumed.

INTRODUGAO

llex paraguariensis St. Hil, nome popular erva-
mate, pertenece a familia Aquifoliaceae. Esta
familia esta representada, no Brasil, por cerca de 70
espécies (Lofgren, 1917), 5 delas no estado do Rio
Grande do Sul (Mattos, 1965).

E uma espécie didica, arbérea, que atinge mais .

de 12 metros de altura, quando adulta. E de suas
folhas que se obtém a erva-mate, insumo bdsico
para o preparo do chimarrao, bebida de largo con-
sumo nos estados sulinos do Brasil e em outros
paises da América do Sul. Os frutos sdo
classificados de diversas maneiras segundo varios
autores. A classificagdo mais apropriada seria de
fruto nuculanio (Giberti, 1979), termo empregado
para drupa policarpica, com epicarpo e mesocarpo
carnosos ou coriaceos e com endocarpo endurecido
e geralmente lenhoso. Externamente apresenta-se
globoso, superficie lisa e coloragdo que varia entre
o branco, vérias tonalidades de rosa, vermelho
arroxado até quase negro, quando atinge a
maturidade plena. A frutificagdo é anual e ocorre
entre os meses de janeiro e margo. No interior dos
frutos de Ilex paraguariensis encontramos em regra
- quatro pirenos, que sdo as unidades de dispersao

* Parte da dissertacdo de mestrado desenvolvida junto ao Curso
dePés-Graduagdoem Ciéncias Biol6gicas —Botdnica,Departamento
de Botdnica UFRGS, Av. Paulo Gama 40, 90046-900 Porto Alegre RS,
Brasil, pelo primeiro autor :

!Mestre.em Ciéncias Bioldgicas, Botanica UFRGS
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dessa planta, popularmente denominados de
sementes. O pireno contém a semente, formada por
endosperma, embrido e envoltdrios.

A espécie apresenta embrites rudlmentares a
maioria em estdgio de coragio, quando o fruto
encontra-se maduro (Ferreira & Hu, 1984 e 1989).

Esse tipo de embrido é comum no género Ilex

(Martin, 1946), o que leva a uma dorméncia das
sementes, necessitando essas ainda de um longo
periodo para completar sua fase de embriogénese
tardia (Hu & Ferreira, 1989).

Os pirenos de Ilex paraguariensis, se colocados
em condigdes consideradas favoraveis para
germinagdo da maioria das espécies, necessitam
ainda de 6 a 8 meses para completar a embriogénese
e germinar (Lendner, 1918; Schuch, 1985). Seu po-
der germinativo é baixo, ocorrendo germinagao de
forma ndo-uniforme e lenta (Schuch, 1985). Este
trabalho objetiva verificar o desenvolvimento

‘embriondrio tardio e a estrutura do endosperma

através de estudos morfoanatdmicos, contnbumdo
para a elucidagdo da dorméncia:

MATERIAL E METODOS

Frutos .de Ilex paraguariensis St. Hil. foram
coletados de diversas arvores em fevereiro de 1987
em Venancio Aires, no Rio Grande do Sul, coloca-
dos em sacos pldsticos e estocados, por um més, na
geladeira, a temperatura de cerca de 4°C. Foi toma-

da uma amostra de um ramo com frutos,

herborizada e depositada no Herbario ICN do De-
partamento de Botanica, Instituto de Biociéncias
UFRGS (ICN 95095).
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Desses frutos foram selecionados os brancos,
pois, em cultura “in vitro”, os embrides de frutos
nesse estagio de coloragio sdo os que melhor
germinam (Cunha, 1990). Esses foram macerados
sob dgua corrente para retirada da polpa e obtengao
dos pirenos.

Quinze lotes de 50 pirenos foram colocados em
sacos de tela plastica e misturados com solo rico em
matéria organica (comercialmente-terra vegetal).
Esses sacos foram colocados em sementeira,
contendo o mesmo tipo de solo, ao ar livre, em
lugar sombrio.

As temperaturas do ar e do solo ocorridas du-
rante o experimento, foram obtidas através de da-
dos coletados pelo 8° Distrito de Meteorologia de
Porto Alegre, a3 km do experimento.

Em intervalos regulares de, aproximadamente,
20 dias, durante 12 meses, um lote de 50 pirenos foi
retirado do solo. Destes, 20 foram usados para
verificagdao anatdomica e 30 tiveram seus embrides
excisados e medidos segundo o maior eixo
(hipocétilo-radicula), em microscépio 6ptico (mar-
ca Zeiss-Jena, modelo Laboval), equipado com ocu-
lar de reticulo com fio mdével. O grau de
diferenciagdo das estruturas morfoanatdmicas
correlacionado com o comprimento dos embrides,
permitiu estabelecer estdgios de desenvolvimento.
A partir dos resultados das medigoes, foi feita uma
regressao polinomial quadratica, usando o progra-
ma “StatView 512”, para computadores tipo
Macintosh, para a obtengdo da curva de crescimento
dos embrides. Os mesmos dados foram utilizados
para indicagdo da percentagem de embrides nos
diferentes estagios de desenvolvimento e estdo des-
critos no diagrama de barras obtido através do
programa “Excel” para o mesmo tipo de computa-
dores.

Para o estudo morfoanatomico, as sementes
foram retiradas dos pirenos com auxilio de laminas
cortantes resistentes, manipuladas sob microscépio
estereoscopico. As sementes foram fixadas em FAA
50% por dois dias e a seguir transferidas para etanol
50% como conservante. Essas foram desidratadas

com processador automéatico de tecidos

(Histotécnico Oma) através da série etilica, e

incluidas em parafina, segundo os métodos

tradicionais (Sass, 1940; Johansen, 1940). Apds o

emblocamento, o material foi seccionado

longitudinalmente em micrétomo rotativo, em cor-

tes de 8 micrdmetros de espessura, corado com
Safranina e “Fast Green” ou Azul de Toluidina e

montadas laminas permanentes.

As reservas do endosperma, foram caracteriza-
das histoquimicamente, sendo utilizada a reagao de
Ninhidrina-Shiff (Yasuma & Ichikawa, 1953), mo-
dificada por Jensen (1962) e a reagdo de Sakaguchi
(Van Pilsum, 1959) que identificam as proteinas.
Para lipidios foram feitos testes de Sudan IV
(Gerlach, 1977) e Sudan 1V, segundo Rawlins (apud

» Clark, 1981). A reagdo de PAS (Gerlach, 1977), foi

realizada para testar a presenca de polissacarideos
totais. Para testar a presenga de taninos, usou-se
Sulfato Ferroso (Reeve, apud Jensen, 1962) e Cloreto
Férrico (Haslam, 1966), assim como reagente de
Melzer (Gilbertson & Ryvarden, 1986), para amido.
O Reativo de Steimetz modificado (Lima, 1963), foi
utilizado para testar constiuintes de paredes e
secregdes em geral.

Experimentos paralelos foram montados de
maneira semelhante, porém conduzidos a tempe-
ratura de laboratério (21 a 27°C), e desses, tomadas
amostras ao longo dos doze meses e medidas.

As fotomicrografias foram feitas com
aparelhagen fotografica (marca Leitz, modelo Leica
MD2), acoplada ao microscépio Sptico (marca
Leitz, modelo Dialux 20 EB).

RESULTADOS

.O tecido endospérmico, contendo o embrido,
mede, em média 3,06 mm, segundo o comprimento
do maior eixo (Fig. 1, A). O mesmo se acha rodeado
por tecidos carpelares e ovulares cuja ontogenia
estd sendo objeto de um trabalho particular, em
redagao E um tecido de reserva formado por célu-
las de tamanho irregular, com citoplasmatico rico

Fig. 1.— Morfologia interna e histoquimica de sementes de Ilex paraguatiensis, em secgao longitudinal de material fresco e
fixado. A, Tecido endospérrhico contendo embriao (—500 pm) material fixado; Be C, Endosperma de sementes, seccionado
tfansversalmente mostrando reservas protéicas, evidenciadas pela cor cinza escuro, dentro de vactolos, no teste para
proteinas totais, em material fresco B. (——50 pm); mesmo teste que o anterior, em material fixado C. (—50 pm); D, Embrido
em estagio de coragao, com inicio de formagao de cotilédones (— 100 pum) material fixado; E, Embriao em estigio de pds-
coragio (— 100 pm) material fixado; F, Embrido em estagio de torpedo (— 100 pm) material fixado; G, Embrido em estigio
maduro (— 500 pm) material fixado; H, Detalhe do eixo embrionério de embrido em estégio maduro (— 50 pm) material
fixado. (Cotilédones - c; coifa-cf; cavidade de digestao - cd; células iniciais - ci; elementos vasculares - e vs; embnao e
endosperma - en; meristema fundamental - mf; protoderme - p; procaimbio - p¢; promeristema - pm).
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em proteinas-e lipidios, portanto, lipoprotéico e
carboidratos nas paredes.

O embrido esta localizado na regido micropilar
do endosperma, ocupando uma pequena drea no
interior deste tecido nutritivo (Fig. 1, A). O
comprimento dos embrides variou de 0,2 mm a
mais de 1,0 mm. Dentro destes valores, divididos
em intervalos, e observando os embrides
morfolégicamente, foi feita uma classificagdo em
estagios: globular, coragao, pés-coragio, torpedo e
maduro. Esses intervalos de medidas para embrides
de llex paraguariensis, variam segundo diversos au-
tores (Ferreira & Hu, 1984; Niklas, 1987). No pre-
sente trabalho, estes intervalos receberam novos
limites pois os anteriores nao se ajustaram a
classificagdo (Tabela 1).

O gréfico da Fig. 3 mostra que os embrides das
sementes colocadas ao ar livre permaneceram no
estdgio de coragdo e/ou pds-coragao durante os
primeiros oito meses, ocorrendo crescimento a par-
tir do nono més. Isso também foi observado nas
sementes semeadas em condigdes de laboratdrio.
Tomando-se intervalos de tempo acumulados, foi
observado que apenas alguns embrides cresceram,
chegando a maturidade (Fig. 4), sendo que a
maioria dos embrides apresentava-se nos estagios
jd@ mencionados.

- No periodo do experimento, houve acompaha-
mento das temperaturas do ar e solo (Fig. 5 e Fig. 6),
as quais ndo se afastaram das normais climatolégi-

‘cas dos tltimos 30 anos (dados ndo apresen-tados).

Analisando-se morfoanatomicamente as
sementes, pode-se observar que nas fases iniciais,
os embrides encontravam-se em estagio de coragao
com pouca diferenciacdo celular e formagio dos
primérdios cotiledonares (Fig. 1, D). No estdgio de
pos-coragao (Fig. 1, E), os embrites apresentavam-
se mais desenvolvidos, os cotilédones bem diferen-
ciados e inicio de diferenciagdo de tecidos. Na
porcao apical radicular, evidenciou-se o
promeristema com células iniciais, que dardo
origem a raiz primaria. Nesse estidgio de
desenvolvimento, os embrides jd& apresentavam
inicio de formagdo do procambio, com células mais
longas e estreitas, inicialmente na parte central do
eixo hipocétilo-radicula, estendendo-se mais tarde
até os cotilédones.

Nos embries em estagio de torpedo (Fig. 1, F), o
eixo embrionario e cotilédones mostravam-se bem
desenvolvidos, com evidéncia mais pronunciada
do procambio e células iniciais. Ja no estagio madu-

-ro (Fig. 1, G), os cotilédones apresentavam-se bem

mais desenvolvidos que nos estagios anteriores, o
eixo hipocétilo-radicula alongado, com zonas
meristematicas bem delimitadas, distinguindo-se

Tabela 1.— Classificagdo dos embrides segundo medidas de seu maior eixo, em mm

Estégios de ;
desenvolvimento . Ferreira & Hu (1984) Niklas (1987) presente trabalho
globular <030, <0,19 <0.20¢
coragao 0,30 a 0,50 0,20 a 0,29 0,20 a 0,44
pos-coragao 0,50 a 0,70 0,30 a 0,40 0,45 a 0,69
torpedo 0,70 a 1,40 0,40 a 0,80 0,70 a 1,00
maduro > 1,40 >1,00 “ >1,00 §

* Durante o experimento nao foi possivel obserVar embrides em estagio globular.

Fig: 2.— A%pectos da morfologia interna da semente de Ilex paraguariensis em secgao longitudinal de material fixado, com
detalhes do endosperma e suspensor. I, Endosperma de semente, em regiio que circunda o embriao, em fase inicial da
embriogénese tardia, observa-se os corpuisculos de reserva com contornos definidos e colorag@o homogénea (— 50.um); J,
Endosperma de semente, em regiao proxima ao embrido, em fase mais avangada de desenvolvimento, observa-se a
diminuigdo em ntimero, maiores dimensoes e uma desagregacio parcial de alguns corptisculos de reserva, comparados
com a Figura 2 [ (— 50 pm); K, Embrido em estigio de pés-coragao com suspensor unisseriado, pluricelular (— 100 pm);

L, Detalhe do suspensor unisseriado em embrido em

estagio de torpedo (— 50 pm); M, Suspensor em degeneragao (— 50

pm); N, Suspensor com mais de uma fileira de celulas (—50 pim). (Cavidade de digestao - cd; embrido - e; endosperma - en;

Teservas - I; Suspensor - s).
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protoderme, procambio e meristema fundamental,
tendo sido constatada uma coifa mais desenvolvida,
constituida por células de contetido mais denso,
cobrindo as células do dpice radicular (Fig. 1, G), e
presenga de elementos vasculares em diferenciagao
junto ao procambio (Fig. 1, H), quando compara-

dos com os embriGes da fase anterior. O apice -

caulinar ndo apresenta primérdios diferenciados
até esta fase.

Embrides neste estdgio, maduro, s6 foram en-
contrados em sementes que estavam had mais de 8
meses no solo. Nessa fase de desenvolvimento,
observaram-se modificagdes nas reservas do
endosperma, que nas fases anteriores, mostravam-
se sob forma de pequenos corptsculos de contor-
nos bem definidos e coloragio homogénea, ocu-
pando por inteiro o lume celular (Fig. 2, I). Em fases
mais avangadas, na zona préxima ao embrido, essas
células sofreram marcadas modificagoes (Fig. 2, ]),
os corptisculos de material de reserva mostraram-
se em menor nimero e maiores dimensdes, com
contornos pouco definidos, coloragdo heterogénea,
em certos casos associados a massas de particulas
menores, dispersas no citoplasma (Fig. 2, J; angulo
superior).

Nas diversas fases da embnogenese tardia,
observou-se a presenga do suspensor. Apresenta-se
unisseriado com mais de uma célula ou somente
uma (Fig. 2, K-L), ou constituido por mais de uma
fileira de células (Fig. 2, N). Esta estrutura nao foi
encontrada em todos os embrides; sugerindo que
em alguns casos sua degeneragdo e posterior

Tabela 2.— Reagdes em endosperma de sementes,
material fresco (Fr.) e material fixado (Fx.)

Endosperma Endosperma
- (reservas) (par. celular)
Fr. Fx. Fr. Fx.
Ninhidrina-Schiff iy i : 5
Sakaguchi - - - -
Sudan IV Gerlach o+ - - -
Sudan IV Rawlins + - -
PAS il - i ++
‘Sulfato Ferroso - - - -
Cloreto Férrico 3 2 =
Melzer . - - i fi
Steimetz + - - -
Intensidade de coloragao: forte  +++ o
médio ++
fraco "+

sem coloragiao -
teste ndo - realizado fi

reabsorgdo ocorra em fases precoces da
embriogénese (Fig. 2, M).

O desenvolvimento embriondrio durante os
doze meses nao foi uniforme, sendo possivel en-
contrar embrides em estagio de coragdo até o final
do experimento, quando alguns ja se apresentavam
em estdgio maduro.

Foi possivel observar, pelos testes histoquimicos

. em material fresco, que as reservas do endosperma

sdo formadas por proteinas, constituindo corpos
protéicos que ocupam grande parte da célula (Fig.
1, B) elipidios, ocorrendo ainda polissacarideos nas
paredes celulares, que podem constituir-se em fonte
adicional de cadeias carbonadas. Em material
fixado, essas mesmas reservas mostravam-se sob
forma de corpiisculos protéicos isolados, ovais,
distribuidos no interior da célula (Fig. 1, C). Os
testes especificos para taninos, assim como para
amido, resultaram negativos, mostrando assim, ndo
haver este tipo de subtancias no endosperma dessa
espécie. Os testes realizados estdo sumarizados na
Tabela 2.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

.

Analisando as sementes de frutos recém
coletados de Ilex paraguariensis, foi possivel obser-
var que a grande maioria dos embrides apresenta-

_se em estdgio de coragdo. Quando frutos maduros

apresentam embrides neste estagio, diz-se que os
embrides sdo rudimentares (Martin, 1946; Bewley
& Black, 1982). Em embriGes deste género, este -
carater rudimentar, comparado ao desenvol-
vimento do fruto, foi descrito por Ives (1923), con-
firmado por Hu (1975) para 11 espécies do referido
geénero e ‘por Ferreira & Hu (1984) para llex
paraguariensis.

Varios processos sdo usados para a quebra de
dorméncia em sementes, entre eles o tratamento
com baixas temperaturas (Roberts, 1972). Compa-
rando-se a curva do gréfico ‘de desenvolvimento
dos embrides (Fig. 3) com as dos gréficos de tempe-
raturas do ar e do solo no periodo do experimento

(Fig. 5 e Fig. 6), nota-se que o comportamento das
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curvas é semelhante, sugerindo que as baixas tem-
peraturas ou oscilagdes térmicas nos meses de
inverno podem ter auxiliado na quebra da
dorméncia[para algumas sementes, e as tempera-
turas mais elevadas, dos meses subseqiientes,
seriam eficientes para completar o processo
germinativo. Observou-se que em sementes coloca-
das em condigdes de laboratdrio, onde houve pouca
variagdo de temperatura, ndo ocorreu desenvolvx-
mento dos embrides.

O suspensor é normalmente encontrado em fa-
ses iniciais da embriogénese. Além das fungoes de
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Fig. 4.— Freqiiéncia relativa de embrides por medida de comprimento em intervalos de tempo acumulados.

fixacdo e nutrigdo que lhe sdo atribuidas, parece
desempenhar papel dinamico no controle de
crescimento dos embrides (Natesh & Rau, 1984;
Yeung & Sussex, 1979). A ultraestructura do

suspensor levou alguns autores a crer que ele esteja

- ligado a sintese de fitoormonios, pois a abundancia
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de reticulo endoplasmatico liso observada nas célu-
las do suspensor € caracteristica de células ativas na
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Fig. 5.— Médits mensais das temperaturas maxima, média e minima do ar no perfodo do experimento, marco de 1987 a

fevereiro de 1988.
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Fig. 6.— Médias mensais das temperaturas do solo registradas as 9h, 15h e 21h no periodo do experimento em condigoes-
padrédes para Porto Alegre. No perfodo de margo a novembro de 1987, as temperaturas do solo foram tomadas a 10 cm de
profundidade. A partir deste més, s6 foi possivel obter dados de temperaturas a 5 cm de profundidade; por falha do

equipamento.

sintese de terpenoideos e dcido giberélico (Natesh - queindica a alta sintese de proteinas nesta estrutura.

& Rau, 1984). Em trabalhos realizados com outras

Yeung & Sussex (1979) citam que a presenga do

familias, Natesh & Rau (1984) puderam observar - suspensor diretamente preso ou bem préximo ao
cromossomas politénicos presentes no suspensor,0  embrido, em cultura “in vitro” de Phaseclus
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coccirieus, pode estimular seu crescimento, ao
contréario do que ocorre com aqueles cultivados na
sua auséncia. Este fato sugere que o suspensor atua
na sintese e/ou secregao de substancias utilizaveis
para o desenvolvimento embriondrio. Um maior
ndmero de plantas foi obtido quando os embrides
cultivados encontravam-se em estagio de coragdo,
mostrando que o efeito do suspensor é especifico
para determinados estdgios (Yeung & Sussex, 1979).

Em sementes vidveis de llex paraguariensis, o
suspensor nao foi encontrado em todos os
embrides, sugerindo que sua degeneragio e even-
tual desaparecimento possam ocorrer tanto em fa-
ses muito precoces da embriogénese, como em fa-
ses mais avangadas. Sugere-se que somente aqueles
embrides, que conservam o suspensor até mais tar-
de, seriam capazes de prosseguir mais facilmente
seu desenvolvimento, atingindo entdo um estigio
em que se tornam autosuficientes para produgio
de substancias, que estimulariam as enzimas
hidroliticas das reservas do endosperma, comple-
tando-se assim o desenvolvimento embrionario.

Analisando as reservas do endosperma nas di-
versas fases do desenvolvimento embriondrio
tardio, notou-se modificagdes acentuadas destas na
regido préxima ao embrido, quando esse se
encontrava em estagios mais avangados.

Segundo Bewley & Black (1982), a utilizagdo das
reservas do endosperma € controlada pelo embrido
que secreta fatores controladores como giberelinas,
que sdo sintetizadas pelo préprio embrido antes da
mobilizagdo das reservas. Ashton (1976).cita que, o
que mais comumente ocorre com 0s corpusculos
protéicos, durante a germinagdo, ¢ um

E. D. Heuser et al, Ilex paraguariensis

Ha modificagdes nas reservas do endosperma,
na regido préxima ao embrido, quando este se
encontra em estigios mais avangados de
desenvolvimento. Os testes histoquimicos

~mostraram a natureza lipoprotéica das reservas do

intumescimento, seguido por uma degradagao in-.

terna das proteinas, fusdo dos vacuolos e
aparecimento de massas de proteinas parcialmente
degradadas. Em leguminosas, no inicio do processo
germinativo, a semente absorve dgua, os corpuscu-
los protéicos incham e as proteinas sdo
subseqiientemente degradadas a aminodcidos
(Alvarez & Guerra, 1985). Parece haver uma soma
. de fatores, que podem estar influenciando no lento
desenvolvimento e na baixa percentagem ‘de
germingao de llex paraguaricnsis.

Aparentemente hd necessidade de um periodo
de baixas temperaturs, e¢/ou oscilagdes térmicas,
para auxiliar na quebra de dorméncia ¢
subseqiientemente de um periodo de temperaturas
mais elevadas para promover a germinagao.

A permanéncia do suspensor por mais tempo,
durante o desenvolvimento embrionario, permitiria
aos embrides tornarem-se autosuficientes quanto a
regulagdo de seu crescimento, ocorrendo entio uma
dorméncia menos pronunciada nessas sementes.
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endosperma, carboidratos nas paredes, nao tendo
sido identificada a presenga de taninos e amido.
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