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RESUMO

Sementes de llex paraguariensis St. Hil. (erva-mate) necessitam, "in
situ”, de um longo periodo para germinar - 6 a 8 meses - e a percentagem de
germinagao € muito baixa. Quando os embrides sdo excisados e cultivados "in
vitro", a embriogénese pode completar-se em duas semanas. As causas
quanto a esses aspectos do desenvolvimento embrionario tardio ainda nao
estao bem esclarecidas. A interrupgdo da embriogénese "in vivo" deve-se,
provavelmente, a imaturidade do embridao. O baixo indice germinativo pode
estar sendo causado por degeneragdo prematura do suspensor, em alguma

das fases desse desenvolvimento.

Visando contribuir para a elucidagao desse problema, foram feitos
estudos morfoanatdmicos - tanto em material fresco como em material
fixado - nas diversas fases do desenvolvimento embrionario, em pirenos de
llex paraguariensis , cultivados a campo durante doze meses. Lotes foram
coletados em intervalos de aproximadamente vinte dias e analisados,
permitindo a constatagao de mudangas estruturais tais como, formagao de
cotilédones, aumento gradativo do eixo embrionério, diferenciagao de
tecidos e espessamento helicoidal de elementos de condugdo. Pdde-se
observar, particularmente, a presenga do suspensor, 6rgdo identificavel em
estrutura embrionaria, durante as diversas fases da embriogénese, em
estagio inicial, como também em estagios mais avangados do

desenvolvimento.
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Testes histoquimicos permitiram verificar a natureza lipoprotéica das
reservas do endosperma. Estas reservas, em estagios mais avangados de
desenvolvimento embriondrio, apresentam-se modificadas, na regiao

préxima ao embrido, mostrando a ocorréncia de utilizagao das mesmas.
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ABSTRACT

The seeds of llex paraguariensis St. Hil. (erva-mate) take a long time to
germinate - 6 to 8 months - and a high percentage of them fail to develop.
When the embryos are excised and cultured "in vitro", embryogenesis may be
completed in two weeks. The reasons for this late embryonic development
are not quite clear. The interruption of "in vivo" embryogenesis is probably
due to embryo imaturity. The low rate of germination is possibly a result of

early degeneration of the suspensor during some stage of development.

In order to elucidate this problem, morphoanatomical studies were
carried out using both fresh and fixed material taken at different stages of
embryonic development. llex paraguariensis pyrenes were cultivated under
field conditions over twelve months. Samples were collectet and analysed at
20 days intervals. Thus, structural changes could be observed, such as the
formation of cotyledons, the gradual growth of the embryo axis, tissue

differentiation and helicoidal thickening in conduction elements.

The suspensor could be found in the embryonary structure during the

various stages of embryogenesis ranging from initial to advanced.

Histochemical tests demonstrated the lipoproteic nature of the
endosperm reserves. In advanced stages of embryogeny, these reserves are

modified near the embryo, showing that they are in fact being used.

Abstract



DUGAD

wragusriensis St. Hil., popularmente denominada de erva-mate, per-
amilia Aguifoliaceae. O género esta representado por cerca de 660 es-
dwin & Reitz,1967), sendo que em territério brasileiro ocorrem

J 70 delas (Lofgren, 1917).

R

no popular erva-mate ndo seria o mais apropriado, pois € uma espécie
S arvores dessa espécie, que deveriam ser denominadas erveiras
. pessoal), quando adultas podem atingir 12 a 30 metros de altura. E
icie didica - nativa do sul da América do Sul - com flores imperfeitas
das que possuem ovario rudimentar ndo funcional e flores imperfeitas
"-' estaminédios .
titui-se arvore simbolo do Rio Grande do Sul, conforme o disposto na Lei
i suas folhas que, apés colhidas e passadas por diversos processos de
macdo, se obtém a erva-mate, insumo basico para o preparo do chimar-
ida usada inicialmente apenas pelos indios e, hoje em dia, de largo con-
75'-_‘ do Brasil, no Uruguai, na Argentina, no Paraguai, no Chile e na Bolivia
APA, 1985), e de relevante express&o econémica em algumas regides do
rande do Sul.
)esar de ser uma espécie de uso secular e cultivada ha muitos anos, pouco

nhece sobre sua biologia.

s frutos sdo classificados como drupas (Reissek,1861), como baga-drupa
in & Reitz, 1967), como drupdides (Kuniyoski, 1983). Segundo classificagdo

plogica de Hertel (apud Diapp, 1984), o fruto pertence a classe dos Eucarpos,
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subclasse Drupdide, género Nuculanideo, apresentando 4 niculas, cada uma en-
volvendo uma améndoa, ou seja, constituindo uma semente. O termo, entretanto,
mais indicado para a classificagao desse fruto, segundo seu aspecto morfoana-
tomico, seria nuculanio (Giberti, 1979), termo empregado por Beck (apud Font
Quer, 1953) para drupa policarpica com o0 epicarpo e mesocarpo €arnosos ou

coriaceos e com o endocarpo endurecido e geralmente lenhoso.

O fruto é tetralocular, tetraspérmico, com mesocarpo carnoso, endocarpo
lenhoso. Externamente apresenta-se globoso, de superficie lisa e coloragao
variavel entre o branco, véarias tonalidades de rosa e o vermelho arroxado,
quando atinge a maturidade plena. A coleta dos frutos se efetua entre os meses

de janeiro e margo.

O pireno é o 6rgao de dispersdao das sementes. E formado pela semente mais
endocarpo lenhoso. A semente com dois envoltérios, inclui endosperma e em-
briao.

Os embrides, em llex paraguariensis, quando o fruto estd maduro,ainda estao
em fase inicial de desenvolvimento, apresentando-se em estagio coragao
(Ferreira & Hu,1984). Embrides rudimentares sdo comuns no género llex (Martin,
1946), tendo sido encontrados tais embrides em onze de suas espécies (Hu,

1975)

Os pirenos dessa espécie, quando colocados no solo, em condicdoes favora-
veis para germinagao, necessitam de seis ou mais meses para germinar (Lendner,
1918), e seu poder germinativo € considerado baixo, ocorrendo germinagao de
forma nao uniforme e lenta (Schuch, 1985). A demora na germinagao deve-se, em

parte, a necessidade de os embrides completarem seu desenvolvimento.
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Diz-se que sementes sao dormentes quando s&o viadveis e nao germinam sob
condigbes de temperatura, umidade e oxigénio, normalmente consideradas ade-

quadas (Roberts,1972).

Existem diversas causas que podem provocar dorméncia em sementes, den-
tre elas Crocker (apud Ives, 1923) menciona: embrido rudimentar; completa
inibigao na absorgao de agua; resisténcia mecanica dos envoltérios; interfe-
réncia dos envoltérios na absorgdo de oxigénio; estado de dorméncia do proprio

embrido.

Cerca de quarenta e seis géneros de angiospermas apresentam sementes
dormentes pela presenga de embrides rudimentares, em estagio ainda de
coragao, quando o fruto estd maduro (Martin, 1946). O periodo de desenvolvi-
mento do embrido, apés a maturagdo do fruto - do estagio de coragdo até o de

maduro - foi definido como embriogénese tardia (Barret , 1962).

As sementes de erveira sdo erroneamente classificadas como duras
(Ferreira Filho & Tarrag6, apud Mello, 1980), por ndo estarem de acordo com as
Regras para Analise de Sementes (Ministério da Agricultura, 1976). Esta seria a
denominagdo dada a sementes que permanecem sem absorver agua por um
periodo de tempo mais longo que o normal, porém a dorméncia de /lex
paraguariensis nao € devida a impermeabilidade dos envoltérios a agua. (Mello,

1980).

Um processo amplamente usado pelos produtores de mudas de erveira, como
pré-tratamento das sementes de llex paraguariensis , € o da estratificagao para

quebrar a dorméncia das sementes (Schneider & Petry, 1985). A estratificagao
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consiste em deixar as sementes armazenadas sob o solo, por um periodo aproxi-

mado de seis meses, para depois semea-las em canteiros (Lessing, 1985).

Schuch (1985) afirma que o indice germinativo acumulado de sementes fres-
cas é significativamente maior do que aquele encontrado em sementes estratifi-
cadas.

- Como todas as técnicas convencionais de horticultura, usadas para quebra de
dorméncia, foram tentadas sem sucesso para /ex aguifolium, foi experimentada
acultura "invitro" de embriGes e obtida germinag&o no curto periodo de duas a
oito semanas (Hu, 1978). 0 mesmo procedimento foi repetido, com sucesso, u-

ando-se embrides de /exparagusriens/s (Cunha e cols., 1988).

Porém, em culturas "in situ", as pesquisas realizadas até o presente momento
ainda ndo evidenciam resultados satisfatéorios em termos de abreviar o tempo do
processo germinativo ou de elucidar as causas que levam as sementes de /ex a

entrarem em dorméncia, com parada do crescimento do embrido.

Verifica-se que ha um claro gradiente norte-sul no grau de maturidade dos
embrides de //ex paragusriensis (Amaral e cols., 1989), o que sugere existirem
também fatores relacionados com o clima que podem manter esses embrides em

estagiorudimentar.

" Objetivos

0 presente trabalho, buscando contribuir a elucidagéo do problema em es-
tudo, propde-se a acompanhar o desenvolvimento morfoanatémico da embriogé-
nese tardia, procurando identificar as provaveis causas da demora de germinagao

e 0s baixos indices de germinabilidade de sementes de /exparaguariens/s.
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MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

Para o presente trabalho, frutos de llex paraguariensis foram coletados de
diversas arvores, em fevereiro de 1987, em Mato Leitdo, municipio de
Venancio Aires-RS, colocados em sacos plasticos e estocados em geladeira a
uma temperatura de 4 °C ( Hu, 1978), até margo de 1987, inicio do ex-

perimento.

2.2 SELEGAO DO MATERIAL BOTANICO

Dos frutos coletados, foram selecionados apenas os brancos - em cultura "in
vitro", os embrides dos frutos nesse estagio de coloragdo sao os que germi-
nam melhor (Cunha, com. pessoal), - e destes foi tomada uma amostra num
total de 750 frutos, procedentes de diversas arvores. A seguir, foram
macerados sob &gua corrente, para retirada da polpa e separagdao dos

pirenos, tendo-se tido o cuidado de evitar a secagem dos pirenos, pois isto

poderia provocar uma dorméncia secundaria ( Hu, com. pessoal).

2.3 MONTAGEM DO EXPERIMENTO

! Foram tomados lotes de 50 pirenos, colocados em sacos de tela plastica de

10x10cm e misturados com solo rico em matéria organica (comercialmente-
terra vegetal). Estes sacos foram dispostos em uma sementeira de 55cm de
. comprimento x 36¢cm de largura por 15cm de altura, e recobertos pelo mesmo

tipo solo, usado anteriormente. A sementeira foi protegida por tela pléastica,

Material e métodos‘ 15 R.GuSy Pagina 5
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paraevitar atague de animais, colocada sobre tijolos, ao ar livre, em local som-

brio e foi mantida Gmida.

24 ANALISE DO SOLO

Para caracterizar o tipo de substrato usado no experimento, foi realizada a
analise do solo, no Laboratério de Solos da Faculdade de Agronomia, UFRGS,
segundo métodos adotados pela Rede Oficial de Laboratérios de Analises de

Solos RS/SC, (ROLAS), apresentados em Siqueira (1987).

25  DADOS SOBRE TEMPERATURAS

As temperaturas do ar e solo e as precipitagdes ocorridas durante o periodo
do experimento foram obtidas através de dados coletados pelo 82 Distrito de
Meteorologia de Porto Alegre, situado a 3 km do local do experimento e os da-
dos sobre Normais Climatolégicas, através de publica¢des do Instituto Nacional
de Meteorologia (1969). Esses dados estd@o registrados nos graficos e no dia-
grama e foram trabalhados através de programa Excel para computadores

Macintosh (figuras1,2,3e 4).

26 RETIRADA DAS AMOSTRAS

A retirada dos pirenos do solo ocorreu em intervalos de aproximadamente
20 dias, ao longo de 12 meses em que foram recuperados e recontados. Do total
de cinquenta pirenos da amostra, vinte foram usados para verificagdo anatomica,
e trinta tiveram seus embrides excisados e medidos com auxilio de microsco-
pio 6ptico (marca Zeiss-Jena, modelo Laboval), equipado com ocular de fio

moével. O eixo hipocétilo-radicula, maior comprimento do embrido, foi tomado
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como medida basica. A partir dos resultados destas medi¢bes, foi feita uma re-
gressdo polinomial quadratica, usando o programa "StatView 512", para compu-
tadores do tipo Macintosh, para a obtengéo da curva de crescimento dos embri-
des (figura5). Estes mesmos dados foram utilizados para indicag@o da percenta-
gem de embrifes, nos diferentes estagios de desenvolvimento, e estéo descri-
tos no diagrama de barras obtido através do programa Excel para computadores

Macintosh (figura 6).

2t ANALISE MORFOANATOMICA

Para o estudo anatomico, retirou-se a semente dos pirenos, com auxilio de
laminas cortantes, resistentes (Industrial single-edged razor blades; Hu, 1978) e
agulhas histolégicas, manipuladas sob microscépio esteroscéopio (marca Zeiss-
Jena, modelo Citoval). As sementes foram fixadas em FAA 50% (Johansen, 1940)
por 2 dias, e, a sequir, transferidas para etanol 50%, como conservante. Essas
foram processadas segundo os métodos tradicionais de inclusdo em parafina,
alravés de uma série etilica (Johansen, 1940), utilizando-se um processador
automatico de tecidos ( Histotécnico Oma). Apés este procedimento, o material
foi emblocado e seccionado longitudinalmente com uso de micrétomo rotativo
(marca Erma, tipo Minot) em cortes de 8 micréometros de espessura. Os cortes
foram aderidos as 1d8minas com adesivo de Haupt (Johansen, 1940) ou Bissing
(Bissing, 1974) e corados com Safranina e Verde Rapido ou Azul de Toluidina

(Gerlach, 1977).

A analise anatdmica foi realizada ao microscépio 6ptico (marca Leitz, modelo
Dialux 20 EB), provido de camara clara e aparelhagem fotografica (marca Leitz,

modelo Leica MD2). A escala que acompanha as fotomicrografias foi obtida
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através de lamina micrometrada, fotografada nos diferentes aumentos utili-

zados e projetada sob as mesmas condigdes de ampliagéo.

2.8 TESTES HISTOQUIMICOS

Para a realizagdo dos testes histoquimicos, diferentes tratamentos foram
aplicados, de acordo com técnicas especificas, em cortes, tanto de material

fresco seccionado a méao livre como em laminas com cortes desparafinizados.

28.1 Testes para lipidios

Para evidenciar a presenga de lipidios, foi aplicado teste de SUDAN IV
(Gerlach, 1977), modificado por Silva Filho (com. pessoal). A modificagdo consta
em diluir a solugao estoque em partes iguais de alcool 96° e ndo em H,O, como
indica a rotina, evitando a precipitagdo do corante. Da mesma forma, na seqién-
cia da rotina, quando o material deveria ser lavado em H20O, usou-se alcool 96°.
Foi empregado também o teste de SUDAN IV Rawlins (apud Clark, 1981) que,

além da presenga de lipidios, evidencia paredes suberizadas e cuticula.

28.2 Testes para proteinas

2.8.2.1 Reagao de NINHIDRINA-SCHIFF (Yasuma & Ichikawa, 1953), modificada
por Jensen (1962), foi feita para evidenciar proteinas totais. Para con-
trole desta reagdo, procedeu-se a desaminagdo e acetilagdo de material
correspondente, cuja coloragao revela a presenga dos mesmos radicais
livres, porém em compostos néao protéicos.

28.22. Reagao de_ SAKAGUCHI (Van Pilsum, 1959), foi usada para testar a pre-

senga do aminoacido arginina das proteinas.
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28.23. Reagente de MILLON, utilizado para identificar a presenca de proteinas,

grupos fenélicos, éteres fenélicos e seus glicosideos (Sass, 1940).

283 Teste parareservas,constituintes de parede e secrecdes em geral

Reativo de STEIMETZ modificado (Lima, 1963), teste de mdltiplas aplicagdes,
usado por permitir aobtenc#éo de resultado policrémico, devido a multiplicidade

de constituintes que o reagente evidencia.

284 Testes parataninos

Reacbes com SULFATO FERROSO (Reeve, apud Jensen,1962) e com CLORETO

FERRICO (Haslam, 1966) foram feitas para testar a presenca de taninos.
285 Teste paraamido
Reagente de MELZER (Gilbertson & Ryvarden, 1986) foi utilizado para tentar

identificar a presenca de graos de amido.

286 Teste parapolissacarideos totais

Reac&@o PAS (Gerlach, 1977), que testa a presenca de polissacarideos totais,
celulose, glicose e amido, foi feita com a presenca ou ndo de acido periédico. O

teste com a auséncia de acido periédico foi utilizado como controle da técnica.
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3. RESULTADOS

3.1 ANALISE DE SOLOS

Os resultados da analise do solo, usado no experimento estdo apresentados

no Anexo |, que mostra os parametros deste substrato.

3.2 DADOS METEOROLOGICOS

As temperaturas do ar e do solo no periodo de margo de 1987 a fevereiro de
1988, estdo apresentadas nas figuras 1 e 3. A figura 2 mostra as normais de 30
anos de temperaturas do ar. O diagrama de barras (figura 4) compara os dados
sobre as precipitagdes durante o periodo do experimento com as normais de 30
anos (1931 a 1960). Analisando os dados constantes no diagrama, pode-se obser-
var que a precipitagao nao foi um fator relevante para o desenvolvimento dos
embrides. Os periodos mais secos foram compensados com regas, para manter a

umidade necesséaria ao desenvolvimento do embrido.

3.3 MEDIDAS DE EMBRIOES

Os embrides foram excisados das sementes, medidos segundo seu maior eixo
(hipocétilo-radicula) e os dados obtidos apresentados na figura 5. A partir
destes resultados, pode-se observar que o crescimento dos embrides acentuou-
se 8 meses apds o inicio do experimento, tendo algumas unidades atingido
tamanho de embrido maduro no final deste periodo, ou seja, 12 meses apés o
plantio (figura 6). Ao longo deste tempo, foram encontrados, com mais fre-

quéncia, embrides em estagio de coragdo, medindo de 0,35 a 0,45 mm, com
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baixas percentagens de embrides menores que 0,25mm. Somente no final do ex-

perimento, observaram-se embrides com mais de 1,00 mm (figura 6).

3.4 DESCRIGAO DA SEMENTE

As sementes de llex paraguariensis , desconsiderando os envoltérios (figura
7) medem, em média, 3,06mm de comprimento. S&o envoltas externamente por
um endocarpo lenhoso, constiuindo o pireno (figura 8). Abaixo do endocarpo
lenhoso ha uma camada de esclereideos com espessamento de parede, concen-
trado nas paredes periclinais internas e anticlinais. Logo abaixo desta camada, ha
um parénquima formado por células achatadas de paredes delgadas. Estas trés
camadas envolvem o endosperma, que € formado por células de tamanho irregu-
lar, sendo que a camada mais externa de células do endosperma é coberta por

uma cuticula (figuras 9 e10).

As células do endosperma contém reservas, cuja distribuicdo e concentragao
se modificam ao longo do desenvolvimento embrionario (figuras 11e12), sendo
essas modificagbes mais evidentes na regiao préxima ao embrido em estagios

mais avangados (figura 34).

O embrido, localizado na regiao micropilar do endosperma, ocupa apenas uma
pequena area no interior deste tecido nutritivo (figura 13) . Durante o
desenvolvimento, seu comprimento varia de 0,25mm a 1,5mm, que, acrescido de
seus aspectos morfolégicos, pode ser classificado nos estagios de globular, de
coragao, poés-coragao, torpedo e maduro. Também na regiao micropilar do
endosperma, circundando o embridao e estendendo-se mais profundamente no
endosperma, em maior ou menor grau, estd a cavidade de digestdao, originada

pela lise de células do endosperma, resultante, provavelmente, da agdo de enzi-
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‘mas. A dimensao desta cavidade, aparentemente, ndo esta relacionada com os
diferentes estagios de desenvolvimento do embrido, pois embrides em inicio de
desenvolvimento podem apresentar cavidades mais avantajadas do que embri-
des mais desenvolvidos (figuras 13 e 14).

Na porgado do apice radicular do embrido, encontra-se o suspensor, 6rgao de
fixagdo e nutricao do embrido. Esta presente desde estagios mais iniciais do
desenvolvimento do embridao, apresentando-se unisseriado com uma célula
identificavel, (figura 15) ou com mais de uma célula (figuras 16 e 17), podendo,
através de divisbes transversais e longitudinais, formar um suspensor com mais
de uma fileira de células, em fases mais adiantadas de desenvolvimento (figuras
18 e 19). Degenera-se de forma mais precoce (figuras 20 e 21) ou tardia (figuras

22 e 23), durante o desenvolvimento embrionério.

3.5 MORFOANATOMIA DO DESENVOLVIMENTO DO EMBRIAO

351 Estagio globular

Os embrices nesse estagio caracterizam-se por possuir forma esférica
sem modificagbes aparentes a nivel de morfologia externa. Durante as

analises morfoanatdomicas nao foram encontrados embrides nesse estagio.

3.5.2. Estagio de coragao

Nas amostras das primeiras coletas, a maioria dos embrides se apresenta-

vam no estagio de coragao. Este estagio caracteriza-se pela formagao dos
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primérdios cotiledonares, ndao havendo  diferenciagdo nitida de tecidos,

(figura 24).
3.5.3 Estagio de pés-coragao

Neste estagio, os embrides estdo mais desenvolvidos. Ha inicio de diferenci-
agao dos tecidos. A protoderme €& o primeiro tecido a ser identificavel
(figura 25).

Na porgao apical radicular evidencia-se o promeristema, onde se localizam
as células iniciais, que darao origem a raiz primaria (f‘igura 26).

Nesta mesma fase, ja ha inicio da formagao do procambio, com células mais

longas e estreitas que, inicialmente, s6 ocupam a parte central do eixo hipocétilo

radicula (figura 27), estendendo-se mais tarde até os cotilédones (figura 28).

3.5.4 Estagio de torpedo

O eixo embrionéario e cotilédones estdao bem desenvolvidos (figura 29), com
diferenciagdo mais pronunciada de elementos procambiais. As células iniciais do

apice radicular sdo bem visiveis.

3.5.5 Estagio maduro

Os cotilédones estdo bem mais desenvolvidos do que nos estagios anterio-
res (figuras 30 e 32). As zonas meristematicas ficam bem delimitadas, distin-
guindo-se protoderme, procambio e meristema fundamental (figura 31). O é&pice
radicular apresenta células iniciais bem evidentes, parcialmente cobertas por
células de conteddo mais denso, que formam a coifa (figura 33). Ha diferenciagao

clara de sistema de condugdo, com células mais longas e estreitas na regidao do
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meristemaprovascular e diferenciagéo de elementos condutores do xilema - e~

lemento vascular com espessamentos helicoidais - (figura 34).

Nesta fase de desenvolvimento do embrido, nota-se uma pronunciada modi-

ficagdo nas reservas das células do endosperma (figuras 12 e 34).
36  HISTOQUIMICA

Os testes realizados permitiram identificar a natureza das reservas do

endosperma e estdo sumarizados na tabela abaixo.

Tabela 1- ReacBes em sementes de erveira em material fresco (Fr.) e ma-

terial fixado (Fx.)

Endosperma Envoltérios
Reservas Parede Cel.Cuticula Interno  Externo
ol - ] - A A . P e PR
Sudan IV Gerlach +++ - - - 4+ - - - - - 1_-
Sudan IV Rawlins + - - - + - - - - -
Steimetz * = S # = * = S
PASc/ac.per. I A ++ A - no- K -
Ninhidrina-Schiff + + - - - - - - - -
Millon ¥ - = - - = - -
Intensidade de coloragdo: forte +++
meédio +4
fraco +

sem coloragéo =
teste ndo realizado H

0 material fresco, ndo - corado (controle), apresenta um envoltério interno

de cor castanha e um envoltorio externo de cor dourada, enquanto as paredes, o

conteldo celular, a cuticula e o endosperma s&o hialinos (figura 35).
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Os testes realizados para lipidios foram positivos em material fresco, sendo
que a coloragao mais intensa foi obtida com SUDAN IV (Gerlach, 1977), que evi-
denciou o conteudo lipidico das células e a cuticula em torno do endosperma
(figura 36).

Estes testes, aplicados em material fixado, foram negativos, pois os lipidios
sao eliminados pelos solventes organicos, durante a rotina de processamento do

material, para inclusdo em parafina.

Os testes realizados para proteinas totais (Reagdo de Ninhidrina-Schiff),
evidenciaram presenga de grupos protéicos através da coloragdo rosada de cor-
pusculos do protoplasto (figura 38). Esta reagdo também corou intensamente o
embriao, mostrando presenga de proteinas (figura 37). Os controles deste teste,
submetidos a acetilagdo e desaminagao, deram resultado negativo, demons-
frando ndao haver grupos Ol—-amino e O.—-carboxil de compostos nao protéicos,

confirmando, portanto, a natureza quimica das reservas do endosperma.

Em material fixado, ficaram destacados somente os corpusculos protéicos,
com cor rosa claro (figura 39), provavelmente por dissolugdo das estruturas

lipidicas envolventes dos vaclolos que as continham.

Com o reagente de MILLON obteve-se uma fraca coloragao telha, para os cor-
pusculos protéicos do endosperma. A cuticula corou de alaranjado.

A reagao de SAKAGUCHI, que evidencia a presenga de proteinas contendo
arginina, produziu resultado negativo.

Com Reativo Universal de STEIMETZ, evidenciaram-se as reservas lipidicas

do endosperma e da cuticula, com coloragao alaranjada. Os envoltérios interno e

externo coraram em tons amarelados. Os corpusculos protéicos assumiram uma
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coloragdo dourada, possivelmente devido & coloragao dos envoltérios lipidicos
das membranas vacuolares (figura 40). Este teste serviu ainda para verificar a
presenga de amido, tendo apresentado resultado negativo, o que foi confirmado

pelo teste com reagente de MELZER.

Os dois testes aplicados para taninos resultaram negativos para semente,

tanto em material fresco quanto fixado (figura 41).

A Reacdo PAS com acido periddico evidenciou com cor rosa a presenga de
polissacarideos nas paredes celulares do endosperma e polissacarideos sollveis
na cavidade de digestao que circunda o embrido (figura 42). A mesma reagao sem

acido periddico resultou negativa.

Apb6s a realizagao dos testes histoquimicos, pbdde-se identificar que as
reservas do endosperma sdo de natureza lipoprotéica, sem ocorrencia de amido,

e evidenciar polissacarideos na parede celular.
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4. DISCUSSAO

Na germinacdo de sementes, pode haver uma discrepéancia entre os resulta-
dos obtidos em condi¢des de laboratério e de campo, para um mesmo lote de

sementes (Mayer & Poljakof-Mayber, 1975).

Optou-se por montar o experimento ao ar livre, para tentar repetir as
condigGes ambientais naturais, onde usualmente ocorre o desenvolvimento dos
embribes de /lex psregusriens/s e a germinagado. Apesar de o solo ser mais que
um substrato passivo paraa semente, levaram-se em considera¢do somente suas
propriedades fisicas, pois, em experimentos anteriores, havia sido verificado
que, em solos com alto teor de argila, ocorre maior retencado de agua, com defi-
ciéncia de oxigénio, o que ndo é favoréavel a sanidade das sementes da espécie.
Em Siqueira (1987) héd sugestdes quanto & adubac@o e ao plantio para esta
espécie, ndo havendo referéncia quanto ao tipo de solo . As sementes possuem
normalmente os elementos minerais essenciais, para que a plantula seja inde-
pendente de suprimentos externos por um consideravel periodo de tempo
(Kozlowski, 1972).

As condi¢Bes climaticas ambientais - como temperatura e agua - tém pro-
fundas influéncias sobre a germinagao.

Algumas sementes dormentes necessitam de flutuagdo de temperatura, para
sairem deste periodo (Fenner, 1985), outras necessitam de choque térmico de
baixa temperatura, seguido de altas temperaturas, para induzir uma germinagao
mais rapida (Kozlowski & Kramer,1979).

A germinagdo & um processo complexo e de multiplas etapas; uma mudanca

na temperatura pode afetar uma fase deste processo individuaimente, desenca-
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deando o fendbmeno e podendo induzir o processo germinativo como um todo. Al-
guns resultados obtidos sugerem ser a alternancia de temperatura o que deter-
mina a germinagao. O procedimento mais comum usado para exposigdo de se-
mentes a baixas temperaturas € o da estratificagdo. Durante este tempo podem
ocorrer modificagdes na semente, como aumento do numero de células do eixo
embriondrio. Neste periodo, o balango das substancias de crescimento pode mu-
dar consideravelmente, tendo sido constatada a presenga de inibidores de
crescimento, como acido abcisico (ABA), em muitas sementes. Observou-se que,
durante estratificagao, o nivel de ABA cai nas sementes de Juglans regia e
Corylus avellana.. Em alguns casos, porém, a necessidade de baixas temperaturas
pode ser substituida por tratamento com acido giberélico, supondo-se que, na

estratificagao este acido seria formado (Mayer & Poljakof-Mayber, 1975).

Foi observado que a percentagem de germinagao de sementes frescas de
llex paraguariensis , plantadas diretamente no solo, € mais alta do que a das se-

mentes que sofreram o processo de estratificagdo (Schuch, 1983).

Comparando os graficos de temperaturas do ar e solo (figurasie3) com o de
desenvolvimento dos embrides (figura 5), constata-se que os embrides de
pirenos plantados diretamente no solo, sem sofrer processo de estratificagao,
passaram por um periodo de altas temperaturas, seguindo-se os meses de in-
verno, com temperaturas mais baixas, em que nao apresentaram crescimento.
Quando houve um aumento da temperatura na primavera e no verao, ocorreu 0

crescimento de muitos deles.

A temperatura pode ter influenciado favoravelmente no desenvolvimento

dos embrides de diversas maneiras. O periodo frio ou as oscilagdbes térmicas po-
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dem ter atuado no mecanismo da quebra de dorméncia. Quando esta ocorreu, 0s
embrides, ja mais desenvolvidos, encontraram a temperatura 6tima para com-

pletar o desenvolvimento.

Baixas temperaturas resultam em baixa atividade respiratéria e baixo quo-
. ciente respiratério, o que favorece o acimulo de materiais formativos para a
germinacao (Stokes, 1965). Observagoes feitas em 1664 por Evelyn,J.S. (apud
Stokes, 1965) mostram que, colocando sementes de llex em solo ou areia Umida,
em barris, ao ar livre, durante o inverno, elas germinam bem, 0 que ndo ocorre se

forem colocadas durante a primavera.

O tamanho dos embrides tem uma correlagdo com o estagio de amadureci-

mento embrionario. Dependendo do autor, a classificagdo dos embrides, nos
varios estagios de desenvolvimento, apresenta diferengas quanto aos intervalos
de medidas de comprimento, considerando o eixo maior do embrido, como é

demonstrado na tabela a seguir.

Tabela 2 - Classificagao dos embrides segundo medidas de seu maior eixo,
em mm

Estagios de Ferreira e Hu (1984) Niklas (1987) presente trabalho

desenvolvimento

globular < 0,30 < 0,19 < 0,20

coragao 0,30 a 0,50 0,20 a 0,29 0,20 a 0,45

pés-coragao 0,50 a 0,70 0,30 a 0,40 0,45a 0,70

torpedo 0,70 a 1,40 0,40 a 0,80 0,70 a 1,00

maduro > 1,40 > 1,00 > 1,00
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Coelho, G.C. e cols. ( com. pessoal) propuseram um indice quantitativo para
indicar as referidas fases de desenvolvimento embrionario. Este indice expressa
arazéo entre comprimento e largura méxima de embrides excisados e foi relaci-
onado com as fases de desenvolvimento denominadas por outros autores,
através de uma avaliagdo visual qualitativa ( Ferreira & Hu, 1984). A prépria de-
nominagdo "heart-shaped" sugere o critério visual que originou esta denomina-
¢8o. As fases foram delimitadas de acordo com intervalos de classe, tanto pela
medida dos indices calculados como por avaliagdo visual simples, sugerida por Hu

(com. pessoal).

Este indice, aplicado ao material em laminas permanentes, do presente tra-
balho, foi 0 que melhor se ajustou & classificacdo dos embrides, levando em conta
ndo somente as medidas, mas também as condigbes morfoanatdomicas nos dife-

rentes estagios.

Para os embrides frescos, o critério de medida foi o do comprimento do eixo
maior do embrido, pois, nesta fase do experimento, os resultados do trabalho
sobre o indice das medidas ainda ndo havia sido relatado. 0 resultado dessas me-
didas consta no diagrama de barras da figura 6. A maior parte dos embrides en-
contra-se em estagio de coragdo, apresentando medidas que variam de 0,20 a

0,45mm.

Dados ainda n&o publicados sobre tamanho de embrides de frutos recém co-
letados de /lex psragusriensis, encontrados em trabalhos de varios autores,
confirmam gue a moda da distribuicdo destes embrifes recai sempre no estagio

de coracdo (Winge; Cunha; Aimeida-Cortez, com. pessoal). Estes dados, bem como
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0s do presente trabalho, sugerem que os embrides em /lex psragusriensis en-

tram em dorméncia neste estagio.

Winge e col. (com. pessoal) sugerem que esta dorméncia se instala quando os
frutos ainda se encontram na planta-mae, pois embrides de frutos brancos apre-

sentam, neste periodo, medidas semelhantes as de embrides de frutos maduros.

Este carater rudimentar dos embrides, comparado ao do desenvolvimento do
fruto, foi descrito por Ives (1923) para o género /ex, confirmado por Hu (1975)
para onze espécies do respectivo género e por Ferreira e Hu (1984) para /ex
DBregusriens’s.

Hu e cols. (1979) sugere que embrides rudimentares de varias espécies de
/lex, cessam seu desenvolvimento no estagio de coragdo, com diferenciagé@o dos

trés sistemas de tecido: protoderme, meristema fundamental e procémbio.

Analisando os embrifes morfoanatomicamente, nas diversas fases de de-
senvolvimento, pdde-se observar que nas fases iniciais, apresentavam-se em
estagio de coracgdo, com cotilédones pouco desenvolvidos, 0 que ndo seria co-
mum para embrides de frutos maduros. Estes embrifes poderiam ser classifica-
dos como dormentes, ja que lhes é necessario, apés a liberagdo da unidade de
dispers&o, um periodo adicional de desenvolvimento antes de se tornarem capa-
zes de germinar, como sugerem Bewley e Black (1982). Para embrides de //ex
paraguariensss completarem este desenvolvimento, s@o necessarios alguns
meses. Durante este periodo, ndo ha uma sincronia no desenvolvimento, pois al-
guns embrides permanecem em estagio de coragdo, enquanto outros iniciam o
desenvolvimento, ocorrendo a diferenciacdo de tecidos esperada no desenvol-

vimento embrionario, ou seja, desenvolvimento dos primérdios cotiledonares
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com inicio de diferenciacdo da protoderme e identificagcdo das células iniciais do
meristema apical da raiz, seguida de uma progressiva diferencia¢do dos tecidos
de condug@o com elementos vasculares com espessamentos helicoidais (figura
34) e coifa (figura 33). Estas Ultimas diferenciagdes s6 foram observadas em em-
brides de pirenos que se encontravam hal0 meses no solo, ndo tendo sido iden-

tificadas em nenhuma etapa anterior do desenvolvimento.

Sementes de /expsragusriens/s plantadas ao mesmo tempo podem germi-
nar ao longo de varios meses (Winge e cols., com. pessoal). Isto leva a crer que o
desenvolvimento dos embrifes seja irregular, embora necessitem de um tempo

minimo para o desenvolvimento, sem o qual nenhum embri&o germina.

Na analise, observou-se que, durante o desenvolvimento, alguns embrides,
nos diferentes estagios, apresentavam suspensor.Este 6rgao & normalmente en-
contrado em estagios iniciais do desenvolvimento, constituindo-se parte do

proprio embrido (Monnier, 1978).

Segundo Johri (1984) e Yeung e Sussex (1979) o suspensor parece ter um pa-
pel dinédmico ndo somente para nutrir o embrido em estagios especificos de de-
senvolvimento, mas exerce também um controle no crescimento, suprindo-o de
importantes fitoorménios.Em Cspse//z, as paredes que separam as células indi-
viduais do suspensor sdo atravessadas por numerosos plasmodesmos, o que fa-
cilitaria a passagem destes nutrientes (Schulz & Jensen apud Johri, 1984) . Sua
taxa de crescimento é usualmente maior nos estagios iniciais da embriogénese

(Johri, 1984).

Em /lex psraguariensis, os embrides, em estagios menos avangados, apre-

sentaram suspensor com poucas celulas enfileiradas (figuras 15, 16 e 17), en-
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quanto embrides mais desenvolvidos mostraram suspensor pluricelular, com
mais de uma fileira de células. (figura 18 e 19). O suspensor com multiplas fileiras
celulares poderia nao aparecer, persistindo em certos casos, mais simples até

sua degeneragao.

O suspensor nao foi encontrado em todos os embrides, sugerindo, em alguns
casos, a ocorréncia de sua degeneragdo em etapas do desenvolvimento inicial,
quando os embrides ainda nao tém capacidade de se nutrir ou que apresentam ma

formagao deste.

Cionini e col. (apud Johri, 1984) demonstraram que, em Phaseolus coccineus ,
a remogao do suspensor nao tem efeito em estagios tardios da embriogénese.
Acido giberélico (GA) pode substituir parcialmente a fungao do suspensor em
cultura "in vitro", indicando que este 6rgao fornece GA ao embridao jovem. Alpi
(apud Johri, 1984) mostrou que, em Phaseolus , no estdgio de coragdo, o suspen-
sor tem aproximadamente trinta vezes mais GA que no embrido, sendo seme-

lhante a situagdo para citocininas e auxinas.

A ultra-estrutura do suspensor levou alguns autores a crerem que ele esteja
envolvido na sintese de fitoormdnios, pois a abundancia de reticulo endoplas-
matico liso, observada nas células do suspensor, é caracteristica de células ati-
vas na sintese de terpenoideos e GA (Johri, 1984).

Newcomb e Fowke (apud Yeung & Sussex,1979) langaram a hipétese de que a

fungado do suspensor seria a de sintetizar substancias néo produzidas no embrido.

As células do suspensor sintetizam proteinas e lipidios e provavelmente
produzem hormonios e enzimas, incorporando triptofano, precursor do acido in-

dolacético, entre outras substancias (Buvat, 1989). Devido a esses aspectos,
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jas fungbes foram atribuidas as células do suspensor - a de fornecer nutrientes

0 embrido e a de secretar hormdnios e enzimas.

Em Phaseolus coccineus , a presenga do suspensor estimula o crescimento
do embriao em cultura "in vitro", tendo sido obtido um maior nimero de plantas,
guando este se encontra em estagio de coracao (Yeung & Sussex, 1979). Os mes-
autores, ainda na referida obra, em estudos detalhados sobre ontogenia e
estrutura do suspensor, confirmaram que o efeito do suspensor é especifico para

determinados estagios.

A presenga do suspensor em cultura "in vitro", diretamente preso ou bem
proximo ao embrido em estagio de coragdo, pode estimular seu crescimento, ao
contrario do que ocorre com aqueles cultivados em sua auséncia. Este fato sug-
ere que o suspensor atua na sintese e/ou na secregao de substancias utilizaveis

para o desenvolvimento do embriao (Yeung & Sussex, 1979).

A progressiva independéncia do embriao com relagao ao suspensor sugere
que ele se tenha tornado auto-suficiente para giberilinas. Ha evidéncias de que o
endosperma nao estaria bem desenvolvido, quando o embrido atinge o estagio
globular, sendo consumido apenas nos estagios mais tardios da embriogénese,

guando cessa a atividade do suspensor (Steeves & Sussex, 1989).

Em llex paraguariensis , as reservas protéicas encontram-se distribuidas
dentro de celulas, por todo o tecido do endosperma ja& bem formado, ndo havendo
maior concentragao em regides mais periféricas, e, por isso, nao foi possivel
caracterizar uma camada de aleurona. Analisando estas reservas, puderam-se
notar modificagbes tanto em material fresco como em fixado. Ao longo do de-

senvolvimento do embrido foram verificadas alteragdes morfolégicas das reser-
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¥as. A figura 38 mostra células do endosperma, em secgdao de material fresco,
8 quais foi evidenciada a presenga de proteinas pelo teste de proteinas totais.
Estas proteinas  encontram-se dentro de vaclolos, ocupando grande parte da

telula e sua analise sugere a existéncia de mais de um tipo de proteina .

Segundo Ashton (1976), os corpusculos protéicos podem ser organelas es-
féricas ou ovais que contém proteinas de reserva e outras substancias, unidas
por uma singular membrana limitante. Estudos da ultra-estrutura interna destes

corpusculos mostram que eles podem variar a estrutura interna e o tamanho.

Rost (apud Ashton, 1976) classificou as proteinas das angiospermas em trés
‘grupos, de acordo com as subunidades presentes: corplsculos protéicos sem
subunidades;  corpusculos protéicos com subunidades globodides;  corpusculos

protéicos com subunidades globdides e cristaldides.

Na figura 39, o endosperma de material fixado mostra grande numero de
corplsculos protéicos isolados, ovais, distribuidos no interior da célula. As
modificagdes morfolégicas foram causadas pela agao dos solventes organicos
usados durante o processamento, que devem ter destruido a membrana lipopro-

léica que envolve as proteinas.

Em cortes com material fixado, feitos durante as diversas fases de desen-
volvimento do embridao, pode-se observar que as reservas do endosperma, na
regiao préxima ao embrido em estagio maduro, se apresentavam morfologica-
mente diferentes (figuras 12 e 34) das reservas do endosperma de embrides em
estagios menos avangados (figura 11). Nos estadgios mais avangados, as reservas

mostravam-se mais aglutinadas, ocupando grande parte da célula.
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0 que mais comumente ocorre com o0s corpusculos protéicos, durante a ger-
minagdo, & um intumescimento, seguido por uma degradacgdo interna das protei-
nas, fusdo de vaclolos e aparecimento de massas de proteinas parcialmente
degradadas e/ou corplsculos protéicos (Ashton, 1976). Bain & Mercer (apud
Ashton, 1976) observaram que, em cotilédones de Aisum sat/vum , o conteldo
protéico se mostra aglomerado ou vacuolado, indicando uma quebra interna dos

corplsculos protéicos.

A utilizagdo das reservas do endosperma é controlada pelo embrigo que
secreta fatores controladores, como giberelinas, que s&o sintetizadas pelo em-

brido, antes da mobilizagdo das reservas do endosperma (Bewley & Black, 1982).

Em cevada, nas células de aleurona tratadas com GA, os corpusculos
protéicos coalescem e ddo origem a vacUolos que ocupam a maior parte do

volume celular (Paleg & Hyde, apud Ashton, 1976).

Em Leguminosas, no inicio do processo de germinacao, a semente absorve
agua e os corpusculos protéicos incham e, subsequentemente, as proteinas sao
degradadas a aminoacidos, devido a um acréscimo das atividades de endo e

exopeptidases (Alvarez & Guerra, 1985).

Quando o suspensor supre o embrido dos necessarios nutrientes e fitoor-
monios para seu desenvolvimento, poucas modificagcdes sdo observadas no en-
dosperma. No embrido mais desenvolvido, sem suspensor, o metabolismo para
germinaga@o é ativado e, possivelmente, sejaautotroéfico para fitoorménios, pas-
sando o embrido a nutrir-se, entdo, das reservas do endosperma, modificando

suaestruturamorfolégica.
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Mello (1980), com teste de biureto em material seco, conclui serem as
reservas das sementes de llex paraguariensis , proteinas e carboidratos. Diapp
(1984), testando a presenga de lipidios, na mesma espécie, com papel sulfite e
Sudan Ill, chegou a conclusdo complementar da existéncia também de lipidios.
Tendo-se utilizado outros testes histoquimicos , pdde-se chegar a conclusdo de
que a natureza das reservas € lipoprotéica. Esta identificagdo é corroborada pela
natureza lipoprotéica das reservas encontradas em llex opaca , bem como ausén-

cia de amido nas reservas (lves, 1923). Isto foi verificado tambem para /lex

paraguariensis , tendo-se aplicado os testes de Melzer e Steimetz.

Os resultados obtidos permitiram evidenciar a importancia de prosseguir
nos estudos da embriogénese de llex paraguariensis , em particular do suspen-
sor e sua ultra-estrutura. Sugere-se ainda estudos sobre a mobilizagao das
reservas do endosperma desta mesma espécie, durante o desenvolvimento do
embrido e germinagao, para poder melhor precisar o momento em que ocorre a
utilizagdo das mesmas e confirmar as consideragbes apresentadas no presente

trabalho.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Ha uma soma de fatores e/ouuma interagéo destes, que podem estar influen-
ciando no lento desenvolvimento e na baixa percentagem de germinagdo de /ex

paraguariens’ss.

A dorméncia nos pirenos pode estar sendo causada pela presenca de embrigo
rudimentar, que necessita de um periodo de pés-maturag#o para completar o seu
desenvolvimento. Esta constatacdo foi evidenciada pelo grande nimero de em-
brides que ainda se encontravam em estégio de coracéo, durante o periodo do

experimento.

Parece haver necessidade de um periodo de baixas temperaturas ou oscila-
¢Bes térmicas para quebra de dorméncia, e, subsequentemente, 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 autotréficos quanto a regula-

¢80 de crescimento, ocorrendo, entdo, uma dorméncia menos pronunciada nessas

sementes.

Ha modificag@o nas reservas do endosperma, na regido préxima aoc embriéo,
gquando este se enconira em estagios mais avangados de desenvolvimento. Esta
ocorréncia sugere a utilizagdo das reservas somente naquelas unidades cujo

embrido se tornou autotroéfico.

Os resultados dos testes histoquimicos permitiram confirmar a natureza

lipoproteica das reservas do endosperma.
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FIGURAS

A apresentagao das fotografias foi feita em conjuntos que
sdo precedidos de descrigao geral, seguida de detalhes

correspondentes as figuras e respectivas legendas.
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Figura 3: Médias mensais das temperaturas do solo registradas as 9h, 15h e
21h no periodo do experimento em condigbes padrdes para Porto
Alegre.
No periodo de margo a novembro de 1987 as temperaturas do soclo
foram tomadads a 10cm de profundidade. A partir deste mes, s6 foi
possivel obter dados de temperaturas a 5cm de profundidade, por

falha do equipamento.

Figuras ) Pagina 31



[l Normais das precipit. (1931-1960) B Precipit. médias de 1987-88

87/3 87/4 87/5 87/6e 87/7 87/8 87/9 87/10 87/11 87/12 88/1 88/2

Normais das precipitagdes mensais de 30 anos (1931—1960) e me-
dias das precipitagdes mensais no periodo do experimento.

Comparanao-se 0os niveis de precipitagdo do experimento com as
normais de 30 anos, observa-se que meses de baixa precipitagdo no
periodo do experimento foram precedidos ou antecedidos de meses

de alta precipitagao.
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Figura6: Frequéncia relativa de embrides por medida de comprimento em in-

tervalos de tempo acumulados.
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Morfologia interna das sementes de /lex

paragusriensi/s, em secgao longitudinal.

Fig. 7. Fotomicrografia de semente de material

fixado, com eliminag@o dos envoltérios.

Fig. 8. Fotomacrografia de semente de material

fresco com todos seus constituintes.

Fig. 9. Detalhe da semente de material fixado, com
desprendimento do envoltério interno du-

rante o processamento e evidéncia da

cuticula.

Fig. 10. Detalhe da semente com seus envoltérios e

endosperma com material de reserva.

(cavidade de digestdo - cd;cuticula - ct;embrido -
e; endocarpo,ec; envoltorio interno - ei; en-
dosperma - en; envoltérios - ev; envoliorio ex-

terno - ex;reservas - r;regidomicropilar-rm)
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Modificagbes das reservas no endosperma de material

fixado, em secgao longitudinal.

Fig. 11 Endosperma de sementes cujos embrides se
encontravam em estagios menos desenvol-

vidos.

Fig. 12 Reservas modificadas em endosperma de
sementes cujos embridbes estavam em esta-

gios mais avangados da embriogénese

(reservas - 1)

Aspecto geral da semente de material fixado em
corte longitudinal e evidéncia de presenga da cavi-

dade de digestao.

Fig. 13 Endosperma com embrido em estagio de

coragao.

Fig. 14 Endosperma com embrido em estagio de

torpedo.

(embriao - e; endosperma - en ; cavidade de digestao

= o)

Figuras
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Morfologia do suspensor unisseriado em corte longi-

tudinal de material fixado.
Fig. 15 Suspensor com uma célula identificavel.

Fig. 16 e 17 Suspensor com maior numero de

células.

(cavidade de digestdo-cd ; embridao - e; endos-

perma - en; suspensor - s)

Figuras
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Morfologia do suspensor pluricelular, com mais de

uma fileira de células, em corte longitudinal, de ma-

terial fixado.

Fig. 18  Aspecto geral do embriao em estagio de
torpedo com respectivo suspensor.

Fig. 19  Detalhe do referido suspensor.

(cavidade de digestdo - cd; embrido - e; endos-

perma - en; suspensor, s).
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Morfologia do suspensor em degeneragao.

Fig. 20 Aspecto geral de embriao em estagio de
pos-coragcao com inicio de degeneragao do

suspensor.
Fig. 21 Detalhe do suspensor desse embriao.

Fig. 22  Aspecto geral de um embrido em estagio de
torpedo com suspensor em degeneragao

mais avangada.
Fig. 23  Detalhe desse suspensor.

(cotilédones - ¢; cavidade de digestdo -cd; em-

brido - e; endosperma - en; suspensor - s).

Figuras
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Figura 21

Figura 20

200um

Figura 23

Figura 22
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Morfoanatomia de embrides nas diversas fases de

desenvolvimento, em secg¢do longitudinal, de material

fixado.

Fig. 24 Embriac em estagio de coragdo com inicio

de formagdo de cotilédones.

Fig. 25 Embriao em estagio de poOs-coragdo com

diferenciagdo da protoderme.

Fig. 26 Embrido em estagio de poés-coragdo com

inicio de diferenciagao de tecidos.

(cotilédones - ¢c; cavidade de digestao-cd; em-
brido - e; endosperma - en; procambio - pc; pro-

toderme - p; promeristema - pm)

Figuras
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Morfoanatomia de embrides em estagio de pos-

coragao, em corte longitudinal, de material fixado.

Fig. 27

Fig. 28

Embrido com inicio de diferenciagdo do
procambio na parte central do eixo

hipocétilo-radicula.

Embriao com diferenciagao do procambio na
regiao mediana, estendendo-se até os

cotilédones.

(embriao - e; endosperma - en; cotilédones - ¢; cavi-

dade de digestao - cd; procambio - pc)

“iguras
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Morfoanatomia de embrides em corte longitudinal de

material fixado, em estagios mais avangados do de-

senvolvimento tardio.
Fig. 29 Embriao em estagio de torpedo.
Fig. 30 © Embrido em estagio maduro. *

Fig. 31 Detalhe do embido da figura anterior com
eixo embrionario com diferenciagcdo de

tecidos.

(cotiledones - ¢; cavidade de digestdo - cd; coifa -
cf; células iniciais - ci; embriao - e; endosperma -
en; meristema fundamental - mf; protoderme - p;

procambio - pc)
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Figura 31

Figura 30
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Morfoanatomia de embrides, de material fixado, sec-

cionado longitunalmente, em estdgio maduro.

Fig. 32  Aspecto geral do embridao no interior do en-

dosperma.
Fig. 33  Detalhe do apice radicular.

Fig. 34 Detalhe do eixo embriondrio com tecidos de

condugao diferenciados.

(cotilédones - ¢; cavidade de digestao - cd; células
iniciais - ci; coifa - cf; embridao - e; endosperma -
en; elementos vasculares - e vs; meristema funda-

mental - mf; procambio - pc; reservas - r).
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Histoquimica de sementes de material fresco, seccio-

nadas transversalmente.
Fig. 35  Coloragdo natural da semente (controle).
Fig. 36 Semente corada com Sudan IV (Gerlach).

(cuticula - ct; envoltério interno - ei; endos-
perma - en; envoltério externo - ex; parede celu-

lar - p cel.; reservas -r).

Figuras
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Histoquimica da semente e embrido em corte longitu-

dinal de material fresco.
Fig. 37 Reagao ao teste para proteinas totais.

(embridao - e; endosperma - en; envoltérios - ev;

reservas - r; cavidade de digestao - cd).
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Histoguimica do endosperma, em corte transversal,

ao qual foi aplicado teste para proteinas totais.

Fig. 38 Reservas protéicas, dentro de wvaclolos,
evidenciadas pela cor rosa, no teste para

proteinas totais, de material fresco.

Fig.39 Corpulsculos protéicos ndo envolvidos por
membrana vacuolar, evidenciados pelo

mesmo teste, em material fixado.

(paredecelular - pcel;reservas - r)

Figuras
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Histoquimica da semente, de material fresco seccio-

nado transversalmente.
Fig. 40 Reativo de Steimetz.
Fig. 41 Reagao ao teste para Taninos.

(endosperma - en; envoltério interno - ei; envol-
tério externo - ex; cuticula - ct; parede celular -
p cel; reservas protéicas - rp; reservas lipidicas -

ri).
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Histoquimica do endosperma de material fixado em

corte transversal.
Fig. 42 Reagao PAS

(endosperma - en; parede celular - p cel; reser-

vas - r; cavidade de digestdo - cd).
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ANEXO |

lesultados da analise de solos:

Textura ...

18% de argila

pH H20 6,7
pH SMP . 6,8
O 300 ppm
O 800 ppm
7 [ v 5,4%
" . 0,1 me/dl
AR ossosmsamumsinisinss 16,8 me/dl
MR s . 6 me/dl
S 125 ppm
Zn .. . 6,9 ppm
K st 0,4 ppm
B i e 0,8 ppm
¥, O 2 ppm
R —— 0,14%
Anexo |
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ADENDO

Em resposta &s sugestoes e c.riticas feitas pela banca examinadora que aprovou a
dissertagdo de mestrado " /lex paragusriensrs St. Hil. Endosperma e Embrigo
Durante a Embriogénese Tardia", apresento o seguinte adendo. As corregdes
propostas e aceitas constam nas retificagbes. As sugestdes de cada membro

serdo respondidas separadamente.

ELIANE D. HEUSER
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| RETIFICAGDOES

| pagina IX: Abstract, linha 11, ao invés de collectet, leia-se collected
pagina 4: Gltima linha, ao invés de /ex, leia-se /ex
pagina 8: linha 14, ao invés de cuticula, leia-se cutina
pagina 11: linha 6, ao invés de constiuindo, leia-se constituindo
pagina 16: linha 12, faltou o acento circunflexo na palavra ocorréncia
pagina 18: linha 15 , ao invés de 1983, leia-se 1985
pagina 21:linhal10, ao invés de sugere, leia-se sugerem
pagina 22: linha 14, ao invés de 1978, leia-se 1984
pagina 24:linha 11 separacao incorreta sug- ere, ao invés de su-gere
pagina 30: (figura 2) , na abscissa, onde esté escrito 87/3 a 88/2, leia-se os
meses, de 03 (marco) a 02 (fevereiro).

pagina 66: linha 4, ao invés de 1818, leia-se 1918

pagina 67: eliminar as linhas 5 e 6
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PARECER DO PROF. DR. ALFREDO GUI FERREIRA - ORIENTADOR

ELIANE D. HEUSER - compareceu a meu laboratério nos idos 1980, como possivel candidata a
um pés-graduagac em Botanica, na UFRGS. Ap6s algum tempo de convivio profissional ficou
gvidente que ela possuia algumas profundas lacunas na sua formacao basica. Foi alertada para
tal. Sugerido o tema de anatomia da semente imatura de /lex paraguariensis, 10go de inicio
obteve alguns resultados entusiasmadores. De meados de 1981 a meados de 1982 ausentei-me
em pés-doutoramento nos Estados Unidos e os colegas Paulo Oliveira e Jorge Mariath passaram
a orientar Eliane. Ja em 1983 era ela que acompanhava 0 marido que rumava para Alemanha,
Foram mais de quatro anos em que os trabalhos foram suspensos. Acreditava eu entzo, que com
todas dificuldades que Eliane tinha devido a sua pouca base, somadas a interrupgao e deveres
familiares, a fizessem desistir do pds-graduagao. Imenso erro de avaliagio. Pelo contrario,
voltou com mais persisténcia e entusiasmo as tarefas. Supercu inimeras dificuldades com
modéstia, perguntando "a Deus e ao mundo” até que suas duvidas fossem esclarecidas. Foi de
uma persisténcia que chegou as raias da teimosia, por vezes exasperando o orientador ou a si
mesma. Lutou, Tutou e com determinagao dos que realmente guerem vencer, chegou a este cume
de seu trabalho. Sempre caprichosa e detalhista nao arrefeceu quando 0s problemas
assomaram. Pelo contrario, 0s desafios deram for¢as para continuar. Todas estas conguistas
foram em muito auxiliadas peio colega Prof. Jorge E. Mariath, que a coorientou. Pacientemente
sugeriu e discutiu muito os varios procedimentos anatémicos, histoquimicos e de redagéo da

dissertagao. Eliane, vocé chegou ao final desta etapa como vencedora, Parabéns!

~ olo
Alfedo G Fefreir



APRECIACAO DA DISSERTACAO DE
ELIANE DIEFENTHAELER HEUSER

Titulo: "Ilex paraguariensis St. Hil.: endosperma e embriao durante

a embriogénese tardia".

Quero inicialmente cumprimentar a candidata pelo interessan
te trabalhe, que certamente contribui para o conhecimento da biologia
desta importante arvore gue & a erva-mate. Meus cumprimentos sdo ex-
tensivos aos Professbres Orientador e Co-orientador e ao Curso de
Pos-graduacdo em Botanica da UFRGS pela elevada gualidade da disser-
tagao.

Ur exame cuidadoso sempre permite fazer algumas criticas re
levantes, por melhor gue seja o trabalho. Dessa forma, sdo apresenta

das a seguir as observacdes ou criticas gque considero mais importan-

tes. g

RESUMO:

No primeiro paragrafo, linhas 6 e 7: "A interrupgdo ... imaturidade
do embriao". - Certamente e o oposto, pois a imaturidade do embriao

e gue se deve a interrupcado da embriogénese ; (idem: ABSTRACT).

i

1. INTRODUCAO:

Na pagina 1, no 59 paragrafo:..."e cultivadas hid muitos anos"...

Na realidade, plantas desta especie vém sendo cultivadas desde
o seculo XVII. Os jesuitas realizaram os primeiros cultivos em
torno das MissOes.

Na pégina 3, no 29 paragrafo: Ha classificac¢Oes mais interessan-

tes de dormeéencias; por exemplo, NIKOLAEVA (1977) divide as dor-

méncias, segundo os fatores que as causam, em endogenas e exoge

nas. Entre as dorméncias endééenas pode-se citar a imaturidade

do embriao, a causada por inibidor(es) etc. e entre as exdge-

nas, a causada pela resisténcia mecanica dos envoltorios, com-

pleta impermeabilidade dos envoltdorios impedindo a absorcao de
. agua etc.

Na pagina 4, no 59 paragrafo: Amaral e cols. na realidade, levan

taram duas hipdteses para explicar o gradiente na maturidade ma

xima dos embribes: 1) a principal causa seria ambiental ou 2) a

principal causa seria e existéncia de diferencas cenéticas en-
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tre as populagbes. As duas alternativas estado sendo testadas.Ca

be, no entanto lembrar gue as amostras das quatro populagoes hao

diferiram guanto a moda do estdgio embrionario, que foi de cora

cao.

2, MATERIAL E METODOS:

2+ 2.

2.5

2' 6'

Selecao do material botanico: (pagina 5, Gltima linha do pa-

ragrafo): Temos observacbes sobre a germinacdo de sementes ,
semeadas ap0s serem mantidas secas por cerca de seis meses ,
gue germinaram em guantidade aparentemente normal para a ar-
vore em guestao, e no tempo esperado apds a semeadura.

Montagem 40 experimento (pagina 5, linha 4): faltou um dado

importante no caso da semeadura da erva-mate: a espessura da
camada de terra acima das sementes.

Dados sobre as temperaturas (pagina 6, ultima linha do para-

grafo): no material e métodos ndo e usado citar as figuras

gue aparecem nos resultados.

-

Retirada das amostras (pagina 7, primeiro paragrafo, linhas

4 e 7): idem observacao feita para 2.5, acima.

RESULTADOS

Fs 2w

Dados meteoroldgicos (pagina 10, linha 2 e 3 do paragrafo) e

Figura 2 (pagina 30): A figura ndo esta clara. No texto e le
genda e informado que a figura mostra as normais (maxima, mé
dia e minima) da temperatura do ar no periodo de 1931 a 1960
(30 anos) é na abscissa estép assinalados 12 meses, de 1987
a 1988. ' '

(Na pagina 32, Figura 4 - legenda linha 3): a precipitacao nao
e do experimento, mas "no periodo do experimento". N3o & ne-

cessario informar gue as normais s8o mensais e nao anuais?

3.3. Medidas dos embrides (pagina 10, linha 5 e 6): ..."12 meses

apos o plantio"; sugiro usar o termo semeadura.
(Na pagina 11, linha 2): ..." embrioes com mais de 1,00mm (fi
gura 6)". Porque na figura 5 (pagina 33) ndo houve a inclu -

s3o de nenhum embrido de cerca de 1,00mm ou mais de compri -

mento? De acordo com a figura 6 (pagina 34), no periodo de
87/12 a 88/01, houve 15% ou mais de embrides com cerca de
1,05mm.

Descricdo da semente (pagina 11, ultimo parédgrafo, linha 4 e

5): muitos dos autores, inclusive o Dr. Hu, reconhece mais
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um estagio, entre globular e coracdo: o estagio de pré-cora-
¢a0 ou coracao precoce ("early heart"). POs-coragao &, em ge
ral, denominado de coragao tardio ("late heart").

DISCUSSAO

Na pagina 18, 39 paragrafo: em que dados foi baseada a conclusao

de gue "as temperaturas de primavera e verao foram favoraveis "
a germinagdo? Como ter certeza de gue, apos o periodo necessa -
rio para completar a embriogénese, independentemente da epoca
do ano, as sementes germinam?
Nas paginas 20 e 21: "Estes dados, bem como os do presente traba
lho, sugerem gue os embrides de Ilex paraguariensis entram em
dorméncia neste estagio" (de coragdo). O texto sugere que, du-

rante o desenvolvimento embrionario, ao atingirem o estagio de
coracdo , os embrides cessam seu crescimento, entrando em dor-
méncia. O fato de termos encontrado atée embrides maduros, embo-
ra em baixa fregfiéncia, em frutos tanto maduros como brancos co
letados no Parana, ndo apoia essa hipotese da dorméncia depen -
der do estagio atingido pelo embrido. E nossa opinido de que a
instalacao da dorméncia esta vinculada a maturacdo do fruto.

Na pagina 21, 39 paragrafo: Dr. Hu observou embrides alem do es-
tagio de coragdo em outras espécies de Ilex, embora a moda seja
sempre o estagio de coragao.

Na pagina 21, final do 49 paragrafo:Em frutos brancos, vermelhos

ou pretos sempre encontramos embrides em diferentes estagios de
desenvolvimento, com uma distribuicao aparentemente normal dos
estagios, sendo a moda praticamente sempre o de coracgao. Assim,
mesmo se houvesse perfeita sincronia no desenvolvimento, apdos 2
guebra da dorméncia, ainda haveria variacao nos estagios dos em
brides. Parece-me, portanto, que os dados obtidos ndo sao sufi-
cientes para uma conclusdo segura sobre a existéncis ou nao de

sincronia.

Na pagina 22, 29 paragrafo, linhas 1 € 2: embora agradecga a defe

réncia da citacdao, o fato de haver publicacOes sobre o assunto
(Schuch, 1983; Prat Kricun, 1985), exige gue estes trabalhos se
jam citados prioritariamente.

Nas paginas: 26 (ultimo paragrafo, linha 4) e 28 (paragrafo 4,

linha 2 e paragrafo 5, linha 4): sugiro substituir o termo "au-
totrofico" por auténomo que & o termo adequado para indicar a
independéncia de um Orgao/tecido na proéucéo de algum hormodnio
ou outra molécula.



CONSIDERACOES FINAIS
Porgue, em lugar dessa denominacdao do capitulo, nao utilizaste
a de CONCLUSOES?

FIGURAS:
Na figqura 3, pagina 31: Sugestdo: interromper os graficos no ponto

onde houve mudanca no metodo de fazer as medidas da temperatura :
de 10 cm para 5 cm de profundidade.

Pﬁ.‘bra. Zelga Winge

. Dep.Genética-UFRGS

Oniversidade Federa! do R, G. &,
INSTITUTO CE BIOCIENCIAS

Dapartamento da Botnice
S8IBLIOTECA




RESPOSTAS AS APRECIACOES DOS MEMBROS DA BANCA
Profa. Dra. Helga Winge
RESUMO:

A sugestdo é vélida pois, realmente, a interrupgdo da embriogénese se
deve a fatores ainda ndo bem esclarecidos, como cita o trabalho, e a imaturidade
do embrido ndo seria uma causa, mas sim a existéncia de outros fatores assim
como presenga ou auséncia do suspensor em detrminados estégios da

embriogénese ouinibidores no endosperma.
INTRODUCA_O:

pagina 1, em futuras apresenta¢fes sera completada esta informagao,

com respectiva citacdo (Frankel, 1983), dentre outros.

pagina 3, apds ampla revisao bibliogréfica, incluindo a referida autora,
este foi o conceito que melhor se ajustou ao trabalho, pois uma descri¢do mais
detalhada sobre os tipos de dorméncia e classificagfes segundo diversos

autores, tornaria esta parte muito extensa.

pagina 4, a 'bartir das observacdes feitas, notou-se a necessidade de
acrescentar o termo maturidade "maxima" dos embrides. A hipbétese da
existéncia de fatores genéticos que estariam influenciando no gradiente de
maturidade maxima dos embrides, esta sendo e sera citada em trabalhos sobre o

assunto.
MATERIAL E METODOS:

pagina 5, item 2.2. —esta afirmacéo foi feita com base em sugestdes

feitas pelo Prof. Hu, em 1987, e de experimentos realizados no Laboratério de
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Fisiologia Vege_tdl, com sementes coletadas ha mais de 6 meses, estocadas a
seco, cujos embrides, em cultura "in vitro", ndo desenvolveram. item 2.3. -0
conceito de semeadura e estratificacdo ja havia sido discutido, mas ‘colocando as
medidas dos sacos de tela plastica onde se encontravam os pirenos e da

sementeira, este seriaum dado desnecessario.

pagina 6, item 2.5 e 2.6. as sugestbes sdo validas.
RESULTADOS:

pagina 30, item 3.2. Correcao consta nas retificagdes.

pagina 32, a informac&o sobre normais de 30 anos estd na mesma

legenda, linha 1.

pagina 34, (figura 6) nesta figura ha uma interrup¢éo na abscissa, em
medidas de embrides maiores que 1mm, pois o objetivo do trabalho nao foi a
anélise apds a germinagdo; embrides maiores que esta medida sdo considerados

germinados

pagina 11, item 3.4. essa classificacdo em estagios também € adotada
por Niklas (1987) e por Ferreira e Hu (1984), sendo a que melhor se adaptou ao
trabalho, considerando os aspectos morfoanatdomicos do desenvolvimento. Nao
houve necessidade de clasificacdo em estagios intermediarios.
DISCUSSAD:

pagina 18, a partir do grafico da figura 5, comprimento dos embrides
durante o experimento, pode-se observar que ha um maior desenvolvimento, a

partir do mes de outubro, ou seja, final da primavera. Isto sugere que o aumento

de temperatura é favoravel ao desenvolvimento, e que baixas temperaturas
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tenham atuado na quebra de dormeéncia. Quantio ao segundo item, neste paragrafo
foi citado somente o desenvolvimento dos embrides e n&o germinacao. N&o
foram realizados estudos sobre germinabilidade, apenas a literatura cita que no
género //ex, os embrides germinam ao longo de varios anos (Hu, comunicagado

pessoal).

paginas 20 e 21, baseados na analise dos dados obtidos durante o
experimento e no que cita aliteratura consultada, confirmo o escrito no trabalho,
observando que o caso de embrides maduros de frutos brancos &€ uma excessao,
pois a freqlencia é muito baixa, e a moda nesses casos recai sempre no estagio

de coragao

pagina 21, 4° paragrafo, o fato de, em outras espécies de /ex ocorrer
germinacdo ao longo de varios anos, em pirenos coletados e semeados em uma
mesma época, confirma que o desenvolvimento é desuniforme, ndo havendo
sincronia. Schuch (1985), ja citado no trabalho, se refere a germinagdo desta

espécie como sendo de forma ndo uniforme e lenta
pagina 22, a observacao foi aceita

pagina 26, serdo adotados os termos auténomo ou autosuficiente ao

invés de autotrofico.
CONSIDERACOES FINAIS:

Linhas mais recentes sobre reda¢@o de trabalhos cientificos, sugerem
ndo colocar mais o termo "conclusdo”, pois um trabalho cientifico € sempre
aberto, ndo encerra quando finalizado, e este termo, no caso, ndo seria o
apropriado, pois em se tratando de pesquisa em //ex paragusriens’s, 0s

resultados sobre as causas da demora da germinagcdo, ou seja lento
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desenvolvimento do embrido e baixa taxa de germinabilidade, ndo s&o

- conclusivos

FIGURAS:
pagina 31, figura 3, alegenda parece-nos o suficiente esclarecedora

fi ®rsig;
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Entidade constituide pelo Poder Pablico - Lel n® 6.497, de 20-12-72 - CGC: 87.912.929/0001-75
miucsh Supervisionada pela Secretaria da Agricultura e Abastecimento
3 PORTO ALEGRE - RS

PLRECER TECMICO

DISSERTALAD: Ilex pareguariensis St, Hil.: Endosperma e
>

Embrizo cdurente a emb 1ogEnese terdie,

EUTORE: Eliane Diefenthaeler Heuser

0 temz € importente e stual.

0 guestionamento foi propostc critericsemente e solucic-
nado objetiva e didaticamente,

E metodologic e tecnicaes usadzs ne elucidzggp go pro=-
bleme forem adeyuades e muito bem condﬁzides.

k cundidata mostrcu ter espirits cientifico e clareze
nos objetivos, no entznto, creioc que pederiz ser mries posi-
tiva na interpretac?o e afirmaczo dces resultedes,

Flgumzs obsecrbagSes sobre erros dastilogréficces e/ou lap-
sos em citagoes, estZo ancteades em folhe sznexe.

Como sucgestzo.proponho que em fotos usades pzre estudos
crmparativos, ss escelas sejam de igual orendeza, psre uma

~ar
L

m

melhor visuslisegeo des estrutures a serem conm des,

Porto Alegre, 30 de ebril de 1990,

oo B10

Dras, Teresie Strehl
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FUNDACAO ZOOBOTANICA DO RIO GRARDE DO SUL

Entidnde constitulda pelo Poder Pablico - Lel n* 6.497, de 20-12-72 - CGC: 87.812 829/0001-75
+¥, Supcrvisionoda pele Secretarle da Agriculture e Abasticcimento
‘T PORTO ALEGRE - RS

Levegey 3.
Corregors @ tcrem feitiss:
pagina 4 3 lex = Ilex
e dos beixos {ndices
" 5 : tipo de solo
" 6 : dedoe .e temper~iurs do S0l0 € ...
" ¥y 3 esteroscépigo
» 11 : constituindo
. 12 ¢ a2 maiorie ....aprecentezvem
" 24 : sugere
» 2B : uma some ,,. podem
Fotoss

Fezer &8s comparegoes sempre nos mesmos aument:s:

ex.: Figs,: 11 e 12
35 e 36 4
40 e 4]

Bibliografia

na pégina 2 Lendner, 1818 eeee N2 citagao : 1918%

it " 22 : Monnier, 1978 seses N2 citegao : 19847

Ne citagzo: Popinigis, 1977, nao aperece no texto.

~HL

ADMINISTRACAO-CENTRAL

JARDIM EOTANICO

MUSEU DE CIENCIAS NATURAIS PARQUE ZOOLOGICO
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Profa. Dra. Teresia Strehl

As sugestdes e corregdes propostas por este membro, foramaceitas e,

guando necessario, constam na retificagao
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SERVICO PUBLICO FEDERAL

PARECER SOBRE A DISSERTAGAO DE MESTRADO "Ilex paraguariensis

St.Hil.:Endosperma e Embriao Durante a Embriogénese Tardia"'

de autoria de ELIANE DIEFENTHAELER HEUSER

Sintetisando a avaliagao feita sobre o trabalho,po-

de-se salientar os pontos que seguem:

1.Tornar os objetivos do trabalho mais claros,no que se refe-
re a discriminagao dos parametros utilizados para acompanhar'
a "demora de germinagao" que substituo por '"desenvolvimento '
lento do embriao". '
2.Rever os conceitos de:estratificagao e autotrofia.
3.Verificar os tipos de dormencia existentes e rever a carac-
terizacao de cada um deles.

4.Verificar,para a especie em questao,Ilex paraguariensis, '

quantos e quais os tipos de dormencia que podem estar agindo.

5.A aﬁtpra,apesar de ter apresentado os dados pluviométricos'

para o periodo de cultivo,e de ter regado a sementeira duran-

te oa periddos mais secos que ocorreram durante o desenvolvi-

mento do experimento,deixou de considerar o fator umidade co-

mo essenpial,nao s6_na quebra da dormencia por estratificagéo,
como nZo se refere a esse fator na Discussdo e Consideragoes'

Finais.

6.Deveria ter sido feita uma analise detalhada das reservas !

do embriaoc e a variagao destas,comparando os embrices em des-
senvolvimento que apresentavam suspensor com agueles que nao'

o apresentavam. .
Universigade Feceral oo KK, G &,
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
Departamento de Bothsios
BIBLIOTECGA
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7.Excesso de "comentarios pessoais".

8.No Resumo:faltou colocar os dados sobre a degeneragao do sus
pensor e sobre a influencia da temperatura e umidade sobre o '

desenvolvimento do embriao na embriogénese tardia.

9.Nas Consideragaes Finais,faltou demonstrar ou citar as cau -

sas encontradas para a "demora de germinagao",de forma que um '
dos objetivos propostos nao foi preénchido.A caracterizagao cét
mo embriao rudimentar jé tinha sido citada na literatura pelo '
trabalho de Ferreira e Hu,1984,como foi mostrado na pégina 2; 4

quarto paragrafo.

Porto Alegre,16 de maio de 1990.

Profa.Regina Ramos Termignoni




Profa. Dra. Regina R. Termignoni

1. As sugestdes foram aceitas e em futuras apresentagdes, estes itens

serdo tornados mais claros

2. Ap6s rever os conceitos de estratificacdo em varios autores,
verificou-se que o termo foi empregado corretamente, sendo que quando
colocamos sementes a menos de 15 c¢cm de profundidade no solo, trata-se de
plantio. Como o termo mesmo diz, estratificacdo vem do termo estratos=
camadas, termo antigamente empregado para sementes que sofriam pré-
tratamento a baixas temperaturas, o mesmo ocorrendo com o termo autotrofia -

ver no item DISCUSSAOQ, pagina 26, em resposta a profa. Helga Winge.

3. A resposta a este item esta dada no item INTRODUCAO, pagina 3, a

profa. Helga Winge

4. Os provaveis tipos de dorméncia que atuam nas sementes de /ex
paraguariensi/s foram pesquisados por diversos autores, sendo que 0s mais
relevantes estdo citados no trabalho, como Hu (1978) e Mello (1980). Hu (1979),
usando a cultura "in vitro" de embrides deste género, aventou a hipbtese de que
a limitagdo no dese-hvolvimento dever-se-ia a presenca de inibidores no

endosperma, a qual ainda n&@o foi comprovada por caracterizagdo das substéncias.

S. N@o foi dada maior eénfase a influéncia destes fatores, pois, como ja
foi citado, ndo foi este o objetivo do trabalho. Mas como estes dados nao
poderiam _ser omitidos pois fazem parte do experimento, foram analisados de

maneira menos aprofundada.
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6. A sugestdo é valida para futuros estudos sobre a embriologia desta
espécie.
7. Houve casos em que ndo foi possivel evitar este tipo de redacao,

pois existem dados muito importantes a respeito desta espécie que ainda n&o

foram publicados.

8. No resumo, realmente seria providencial citar dados sobre
degeneracdo do suspensor. Os dados climaticos ficam implicitos quando foi

referido que o experimento foi montado em condigdes de campo.

9. Sugerindo que, com a presenga do suspensor ocorra uma dormeéncia

menos pronunciada, a auséncia desta explicaria a demora da germinag&o.
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SERVICO PUBLICO FEDERAL

PARECER sobre a dltseriacao "Ilex naraguariensis SY. EIL.,
endospermz e embrido durante a embriogenese tardia’, de
Eliane D. Heuser, do CPG em Totanice da YFRGS

O trabalho traz valiosas contribuirdes ao conhecimento
cientifico da espécie. Mo entanto. algumas criticas devem
ser destacadas, que poderao ser usadas comf referenc1a1 pa=-
ra futuras publicartes extraidas d MESMO :

- nan estz definido o nimero de lotvs ¢e pirenos;

= 0 local do experimento, a campe, nio foi divulgado;

cutina ao invés de cuticula (pag. 8); .

- a conclusao a respeito da influéncia da precipitacao sobre
o desenvolvimento dos embrides (pag 10) nio 6 possivel tirar,
a partir dos dades do diagrama (Fig. 4); ‘

- as observardes cnlncadas abaixo da Fig 4 devem fazer parte
dos resultados.

Por ocasiao da defesa foram olbservadns também menuenas
incorrecoes de redagao, que, no entanto, ndo tiram o mérito do
trabalho. Quantec a apres=ntacdo, deve ser ressaltada 2 excelen-
te qualidade grafica do trabalho.

Finalmeénte, gostaria de registrar minhas congratulagdes a au-
tora, aos seus orientadores e, por extensao, ao CPG em PRotanica
da UFRGS.

Porto Alegre, 18 de maio de 1990.

Z

-L—»—-'(—' L-t [/(- —-—-"A
Préf. Dr. Pg§L§21u1z ce Olivéira

epartamento de Botanica - UFRGS

lJ



Prof. Dr. Paulo Luiz de Oliveira

A correcdo do termo cutina ao invés de cuticula, consta nas

retificagbes.

Os dados do diagrama da figura 4, foram analisados por professores da
adrea, que concordaram com as concluses a respeito da influéncia da
precipitacdo sobre o desenvolvimento dos embrifes. As sugestdes sobre a

legenda da referida figura foram aceitas.
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