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“Feliz aquele que transfere o que sabe
e aprende o que ensina“
Cora Coralina

“Errei porque nédo basta mostrar as belezas do mar.
E preciso também agir e lutar para que essas belezas
nao sejam destruidas”
Jacques Yves Cousteau
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Resumo

Recentemente, as espécies selvagens de Theobroma despertaram o interesse de
pesquisadores da area da biotecnologia, como possiveis bancos de recursos
genéticos Uteis ao melhoramento do cacau (Theobroma cacao) como planta e
como matéria prima do chocolate. Atributos como composi¢édo lipidica, perfil
protéico, teor de polifendis e resposta a chocolatizagao, vém sendo avaliados para
as sementes das espécies selvagens. O objetivo deste estudo foi contribuir para o
conhecimento das espécies de Theobroma selvagens através da avaliagao da
morfologia e ultraestrutura do tecido cotiledonar e da composi¢ao quimica das
sementes maduras de Theobroma obovatum e Theobroma microcarpum
comparativamente ao Theobroma cacao. O material fixado foi incluido em resina
GMA para os métodos de analise histoquimica, e incluido em resina Epoxi para a
observagao da ultraestrutura em microscopio eletronico de transmissdo. As
sementes maduras foram submetidas ainda as técnicas de microscopia eletronica
de varredura e aos métodos bioquimicos para a determinagéo da composicao
quimica. Demonstrou-se a semelhanga entre 7. obovatum e T. cacao bem como a
diversidade existente no género ao compara-os ao T. microcarpum. Em T.
obovatum, pode-se notar o mesmo padrdo de acumulo de componentes de
reserva e morfologia do tecido cotiledonar observado em T. cacao, os vacuolos de
proteina ocupam a porgéo central da célula de reserva ou estao comprimidos
entre os glébulos lipidicos. Em T. microcarpum os vacuolos protéicos ocupam o0s
espagos remanescentes em meio aos grandes graos de amido. Entre as trés
espécies de Theobroma estudadas T.cacao € a espécie que tem a maior
expressdao de células fendlicas, seguida por T. obovatum; essas células
geraimente acompanham os vasos condutores ou estdo dispersas pelo
parénquima cotiledonar, agrupadas ou ndo. A composic@o quimica das sementes
de T. obovatum (=60% de lipideos, 25% de proteinas, 10% de carboidratos e 5%
de fendis totais) aproxima-se dos valores encontrados em 7. cacao (= 49% de
lipideos, 27% de proteinas, 18% de carboidratos e 8% de fendis totais) e ambos
sdo bastante diferentes dos valores encontrados em sementes de T. microcarpum
(= 6% de lipideos, 13% de proteinas, 75% de carboidratos e 2,7% de fendis totais)

nas quais o amido € o principal componente de reserva.
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Abstract

Lately, the wild Theobroma species have called attention of the biotechnology field
researchers, as a possible bank of useful genetic resources to the improvement of
cocoa (Theobroma cacao) as a plant and raw material for chocolate. Attributes
such as lipid composition, protein profile, polyphenol content and response to the
chocolate process have been searched in seeds of the wild species. The aim of
this study was to contribute to the knowledge of the wild Theobroma species. The
cotiledonary tissue’s morphology and ultrastructure and the chemical composition
of Theobroma obovatum’s and Theobroma microcarpum’s mature seeds were
investigated and compared to T. cacao. The fixed material was included in resin
GMA for the histochemistry methods and included in Epoxi resin for transmission
electron microscopy (TEM). The mature seeds were also submitted to the scanning
electron microscopy (SEM) techniques and chemical compositon analysis. We
could observe a clear similarity between T. obovatum and T. cacao as well as the
diversity in the genus when compared to T. microcarpum. It can be noticed in T.
obovatum the same pattem of storage compounds’ accumulation and cotiledonary
tissue’s morphology observed in T. cacao, the protein storage vacuoles (PSVs)
occupy the central portion of the cell or they are squeezed between the lipid
bodies. In T. microcarpum the PSVs occupy the spaces among the large starch
grains. Conceming these species, T. cacao has the major phenolic cell expression,
followed by T. obovatum. The phenolic cells usually come along with the vascular
bundle or can be dispersed through the parenchyma, as gathered or isolated cells.
The chemical composition of T. obovatum seeds (= 60% of lipids, 25% of proteins,
10% of carbohydrates and 5% of total phenols) approaches to the values found in
T. cacao seeds (= 49% of lipids, 27% of proteins, 18% of carbohydrates and 8% of
total phenols) and both of them are different from the values found in T.
microcarpum seeds (= 6% of lipids, 13% of proteins, 75% of carbohydrates and

2.7% of total phenols) which accumulate starch as the main storage compound.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

A semente do cacau (Theobroma cacao) é amplamente conhecida quanto as
suas caracteristicas como matéria-prima do chocolate. Nos Ultimos anos, varios
estudos contribuiram para esclarecer as vias bioquimicas de formagao do sabor (Biehl
et al., 1993; Voigt et al., 1994; Bytof et al., 1995; Voigt & Biehl, 1995: Amin & Jamilah,
1997), bem como as caracteristicas fisico-quimicas da gordura que conferem
manteiga de cacau propriedades Unicas de solidificagdo e fusdo (Berbert, 1981:
Chaiseri et al., 1989; Hemandez et al., 1991; Carpenter et al., 1994). Com o avanco
da biotecnologia cresceu o interesse por espécies geneticamente proximas do cacau,
que possam oferecer caracteres desejaveis ao melhoramento do cacaueiro, tanto em
produtividade (p.ex: abscisdo natural de frutos, resisténcia a pragas), quanto a
melhorias relativas ao perfil protéico e lipidico e quaisquer outros tragos da améndoa
que favoregcam sua chocolatizagé@o. Alguns trabalhos de hibridagdo realizados no
passado por Addison e Tavares (1951) confirmaram a possibilidade de cruzamento
entre as espécies de Theobroma e descreveram algumas relagdes de afinidade. Vale
ressaltar que grande parte das espécies selvagens esta restrita a campos de estudo e
constituem poucas unidades; representam, portanto, amostras de populagdes sob
possivel risco de perda. Sdo mais frequentes os estudos da estrutura e ultraestrutura
de T. cacao sobre o tecido cotiledonar de sementes fermentadas (Biehl et al., 1977,
1982a). A excegéo de T. grandiflorum, nao foram encontrados trabalhos desse carater
relacionado as espécies nativas e nao comerciais (por nés consideradas selvagens).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Género Theobroma

O género Theobroma pertencente a familia Sterculiaceae (Ordem Malvales)
tem relevancia econdémica devido & importancia do cacaueiro (T. cacao). Este género
compreende 22 espécies de origem neotropical divididas em 6 secbes. Todas as
espécies produzem frutos comestiveis, porém, T. grandiflorum, T. bicolor, T.
angustifolium e T. cacao s&o as Unicas espécies cultivadas, sendo o T. cacao
cultivado em larga escala (Silva, 2000).

Cuatrecasas (1964) definiu as relagoes filogenéticas do género Theobroma
pelo método classico da morfologia comparada, baseando-se em caracteres
vegetativos relevantes e estrutura do fruto. As sec¢des Rhytidocarpus (T. bicolon),
Oreanthes (T. speciosum, T. sylvestre, entre outras) e Theobroma (7. cacao) sao
consideradas as mais evoluidas. Por outro lado, as espécies da se¢ao Glossopetalum
(entre elas: T. obovatum e T. grandifiorum) séo morfologicamente consideradas as
mais antigas do género. As segdes Theobroma e Telmatocarpus (T. microcarpum, T.
gileri) evoluiram paralelamente, como inferido a partir da morfologia das folhas. A
secdo Telmatocarpus pode ser considerada mais avancada em outra direcao,
considerando o sistema vascular do pericarpo (Cuatrecasas, 1964 apud Silva et al,,
2001).

As sementes de Theobroma sao classificadas como dicotiledonea, formadas
por dois cotilédones folidceos, dobrados em torno do eixo hipocétilo-radicular e
envoltos por testa e tégmen (Barroso et al., 1999; Comer, 1976). Todas as espécies
do género apresentam cotilédones claros & excegéo de T. cacao que pode apresentar
cotilédones de coloragdo castanha a violeta, de acordo com o varietal (Silva et al,,
2001). Corner (1976) apresenta a descricdo das sementes de dicotiledoneas por

3
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familias, as informagdes quanto ao género Theobroma limitam-se na descricdo da

espécie Theobroma cacao e sdo apresentadas a seguir:

Sementes com 15 a 30 mm de comprimento, cor variando de marrom
avermelhada a marrom escuro; o envoltério da semente é formado por testa espessa
e tégmen muito mais fino que a testa. O endosperma esta reduzido a uma Unica
camada de células ao redor do embrido. A coloragdo do embrido varia entre os tons
chocolate e violeta. Os cotilédones sdo espessos, dobrados e com superficie pilosa.

Segundo o autor, a descricdo das sementes de Theobroma ainda é
insatisfatoria e a familia tem muito a ensinar a respeito da evolugido de frutos e

sementes; ha muita variacdo genética a ser investigada.

2.2. Theobroma cacao

O cacaueiro comega a florir a partir do 3°ano e atinge pleno desenvolvimento
por volta do 10°ano de vida (Vasconcelos, 1999). Apenas cerca de 1% de suas flores
s@o polinizadas por pequenos insetos (moscas) e evoluem para frutos (Beckett, 1994).

O fruto do Theobroma cacao é classificado como bacéide e origina-se do
desenvolvimento de um gineceu formado por 5 carpelos, com 5 léculos dispostos
radialmente; cada l6culo comporta varios 6vulos distribuidos em duas séries, em
placentas auxiliares (Barroso et al., 1999).

O processo de maturagao dos frutos estende-se por 5 a 6 meses; o ponto ideal
de maturagdo pode ser avaliado pela coloragdo da casca, que muda durante o
desenvolvimento e é dependente da variedade. O fruto do cacaueiro tem casca
grossa correspondendo a aproximadamente 80% do seu peso. No interior de um fruto
maduro encontram-se entre 30 e 50 sementes imersas em polpa mucilaginosa
(Vasconcelos, 1999).
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O cacau é classificado em 3 tipos ou variedades: Criolo, Forasteiro e Trinitario.
O cacau Criolo tem cotilédones brancos (sem pigmentacao), € o tipo originaimente
cultivado e costuma ser considerado de qualidade superior, por possuir um sabor
menos adstringente. Entretanto, sua arvore é menos vigorosa que a do tipo
Forasteiro, sendo, portanto, mais vulneravel a algumas doencas (Beckett, 1994). O
tipo Forasteiro, por ser uma variedade mais produtiva e mais resistente a pragas e
enfermidades, representa a maioria do cacau de consumo no mundo atual. Seus
cotilédones caracterizam-se por uma coloragdo violeta, € seu produto possui sabor
mais amargo e adstringente que as outras variedades (Vasconcelos, 1999).

A origem da variedade Trinitario € atribuida ao resultado da hibridizagao entre
os outros dois tipos. Porém, evidéncias bioquimicas recentes, sugerem que 0 cacau
Trinitario seja mais préximo do cacau Criolo (Vasconcelos, 1999).

2.3. Distribuicdo Geografica das Espécies

Segundo Silva et al. (2001), o conhecimento da origem e disperséo das
espécies de Theobroma é baseado em levantamentos de herbario e relatos de
expedigdes. O T. cacao estende-se das florestas tropicais da Bacia Amazonica até o
sul do México. O T. obovatum pode ser encontrado por toda a parte ocidental da bacia
do rio Amazonas, em terras elevadas e Umidas. No Brasil o 7. obovatum encontra-se
na metade ocidental da Amazonia, a partir da regido de Tefé no Amazonas e do Rio
Jat. No Peru, a espécie pode ser encontrada até as partes mais baixas dos rios
Huallaga, Ucayali, ltaya e Putamayo. O T. microcarpum ocorre na regiao meridional e
ocidental brasileira do alto Amazonas, nos rios Solimdes, Yapura, Purus, Madeira,

Tapaijés e no rio Caqueta na Colémbia Ocidental.
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2.4. Comportamento Recalcitrante

Grande parte das espécies de clima temperado apresenta o comportamento
denominado ortodoxo, isto e, refere-se as sementes cuja viabilidade aumenta 3
medida que a temperatura e umidade de armazenamento decrescem (Neves, 1994).
Espécies que produzem sementes sensiveis ao dessecamento sdo chamadas
recalcitrantes; o grau de sensibilidade varia com a maturidade fisioldgica da semente
(Chandel et al., 1995).

A viabilidade da semente recalcitrante é assegurada enquanto for alto o teor de
umidade. A semente ortodoxa é liberada da planta-mae quando a reducdo de
umidade atinge 20%. As sementes recalcitrantes, ao contrario, ndo sofrem secagem
natural na planta-matriz e sdo liberadas com contetido de agua elevado. Ocorre,
portanto, que na semente recalcitrante a fase de dorméncia est4d anulada e sua
germinacao sera muito rapida (Neves, 1994). Espécies altamente recalcitrantes, como
T. cacao, séo ademais, muito sensiveis ao frio e sdo danificadas com temperaturas
logo abaixo da temperatura ambiente (King & Roberts, 1982: Mumford & Brett, 1982).

Alguns autores consideram que o comportamento recalcitrante ndo & um
fendmeno absoluto. Existiria um gradiente continuo do comportamento das sementes
em relagao a perda de dgua, abrangendo desde a forte tolerancia a dessecacdo até a
extrema sensibilidade a perda de umidade (Normah et al., 1997; Farrant et al., 1997).

Em resumo, as sementes de 7. cacao nio passam por desidratagdo e
tampouco exibem dorméncia ao atingirem a maturidade; germinarao imediatamente
se as condicdes ambientais forem favoraveis. Quando a germinagdo nao ocorre, a
viabilidade da semente é muito curta. Ao estudar a relagéo enfre o contetido de
umidade (base fresca) e a viabilidade das sementes de T. cacao, Mumford e Brett
(1982) encontraram um nivel critico de dessecagio entre 17 e 20% de umidade,
ocorrendo entdo a redugdo na viabilidade.
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2.5. Compostos de Reserva

Carboidratos, proteinas e lipideos sdo as principais substancias de reserva e
na auséncia de endosperma, serdo depositados nas células do parénquima
cotiledonar (Esau, 1977).

Biehl et al.(1977) descreveram dois tipos celulares compondo o mesofilo
cotiledonar das sementes de T. cacao: células de estoque de proteina e lipideo em
maior ndmero, e células de polifendis dispersas entre as anteriores.

Cortes transversais do tecido cotiledonar maduro de T. cacao revelaram em
MET um contetido médio de 59% de lipideos, 21% de proteina vacuolar e 8% de
amido, compondo as células do primeiro tipo (Biehl et al., 1982c). Sotelo e Alvarez
(1991) confirmaram que os lipideos s&@o os principais componentes de reserva das
sementes de T. cacao.

2.5.1. Carboidratos

Nas sementes maduras, é comum a presenga de amido como material de
reserva, armazenado como granulos cristalinos no citoplasma. Os graos de amido sao
formados nos amiloplastos, por deposicao periédica das camadas ao redor do hilo. A
morfologia dos grdos varia entre as espécies em tamanho, forma, relacao
amilose/amilopectina e localizagéo e forma do hilo. Portanto, podem ser encontrados
graos isolados ou compostos por granulos de varias formas e tamanhos (Werker,
1997).

Em algumas sementes, a principal forma de reserva de carboidratos sao outros
polissacarideos que nao amido, pertencentes a trés grandes grupos: 0s mananos, 0s
galactomananos e os xiloglicanos. Esses compostos estao depositados na parede das
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células do endosperma (Palmae, Lilioflorae, Coffea, Ebenaceae, Loganiaceae), do
perisperma e dos cotilédones (Ceratonia, Lupinus, Impatiens) (Werker, 1997).

Schmieder e Keeney (1980), encontraram um contetido médio de 5.3% de
amido, variando entre 4,5 e 7,0%, para 12 lotes de T. cacao que representavam
diferentes regides de produgéo’. No mesmo trabalho, os autores observaram que o
conteudo de amido da semente aumentava com o crescimento e maturagcao dos
frutos.

Redgwell e Hansen (2000) ao isolarem os principais polissacarideos da parede
celular em sementes de T. cacao encontraram cerca de 60% de polissacarideos
pecticos, 28% de celulose, 8% de xiloglicanos e 3% de galactoglicomananos. Diante
destes resultados, os autores concluiram que os principais tipos e caracteristicas
estruturais dos polissacarideos da parede celular de T. cacao assemelhavam-se mais
aos polissacarideos de células do parénquima de frutas e vegetais do que aos
polissacarideos de reserva das sementes.

2.5.2. Proteinas

Proteina de reserva de semente pode ser definida como aquela proteina
acumulada na semente em desenvolvimento e que durante a germinagao é
rapidamente hidrolisada, provendo nitrogénio para os primeiros estagios de
desenvolvimento da plantula (Higgins, 1984). As proteinas de reserva também
exibem outras caracteristicas estruturais e de solubilidade que auxiliam seu
reconhecimento. Quanto a solubilidade as proteinas sdo divididas em 4 classes
principais: albuminas, globulinas, prolaminas e glutelinas que sao soltveis em agua,
solucdes salinas, alcodlicas e solugdes acidas ou alcalinas, respectivamente (Bewley
& Black, 1994). As caracteristicas estruturais serio consideradas a seguir.

' Ghana, Brasil (Bahia), Samoa, Equador, Venezuela, Jamaica, Trinidad.
8
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Biossintese das Proteinas de Reserva

As proteinas de reserva sao uma classe peculiar de proteinas codificadas por
genes regulados pelo desenvolvimento; a express&o desses genes ocorre durante um
periodo limitado do ciclo de vida da planta e somente nos cotilédones ou no
endosperma, dependendo da espécie. A expressao desses genes exclusivamente nos
cotilédones (no caso de espécies de Theobroma) é regulada atraves da ligacao dos
fatores de transcricdo (possivelmente proteinas dos cotilédones), as sequéncias
especificas de seu DNA (Fosket, 1994). Os produtos da tradugao do RNAm s&o os
polipeptideos precursores das subunidades que ser@o formadas no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) (Mintz, 1996).

Nas dicotiledéneas, o periodo de intensa sintese de proteinas de reserva é
concomitante ao de expansdo celular e sucede a fase de divisdo durante o
desenvolvimento da semente (Conn & Stumpf, 1981).

Nas sementes de dicotiledoneas, as proteinas de reserva estdao dentro de
corpos protéicos (PBs) (Pemollet, 1978) e vao acumular-se no citoplasma como
corpos isolados, ou serao recolhidos para dentro de vacuolos, por autofagia, dando
origem aos vacuolos de estoque de proteinas (PSVs) (Herman & Larkins, 1999).

Membros de varias familias de proteinas de reserva incluindo as 7S (globulina
tipo vicilina) sdo co-traducionalmente glicosiladas dentro do reticulo endoplasmatico
(RE). Oligbmeros das globulinas 7S e 11S sao transportadas aos vacuolos por
progresséo através do sistema de endomembranas, onde vao dar origem aos PSVs.
Antigamente, os termos PB e PSV eram usados como sindnimos; segundo Herman e
Larkins (1999) o termo PSV é usado para diferenciar vactolos contendo proteinas dos
corpos protéicos oriundos RE. A sintese de proteinas de estoque e a formagéo de
vacuolos especializados se da apés o término da divisdo celular, quando o
crescimento subseqiiente ocorrera através da expansdo celular e acumulo de
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substancias de reserva. Assim sendo, as sementes maduras irdo conter densos
depdsitos de proteinas preenchendo o PSV (Hermant & Larkins, 1999).

Segundo Biehl et al. (1982c) as proteinas de estoque constituem a principal
parte da fragao protéica total da semente. Voigt et al. (1993), em estudo sobre as
classes de proteinas do cacau, encontraram 52% de albuminas, 43% de globulinas,
do tipo vicilina e 5% de glutelinas em sementes de T. cacao nao fermentadas. As
globulinas da semente de T. cacao sao extremamente importantes durante seu
processamento para chocolatizagdo, pois os peptideos hidrofilicos e aminoacidos
livres hidrofébicos, considerados precursores do sabor de chocolate, sdo formados
atraves da protedlise destas globulinas durante a etapa de fermentagéo (Voigt et al.,
1995).

Corpos Protéicos

Do ponto de vista morfologico, os corpos protéicos apresentam acentuado
polimorfismo e recebem descricées ultraestruturais distintas, de acordo com sua
composic@o. Alguns corpos protéicos tém padrio granular concéntrico sem
inclusGes, enquanto outros exibem inclusées cristaléides insoltveis e/ou globdides
embebidas em matriz protéica homogénea, como mostra a

Figura 1.

A presenca de inclusdes cristaléides pode estar relacionada com proteinas da
classe das globulinas. Corpos protéicos sem inclusdes sugerem presenca de
albuminas. Algumas inclusées globodides possuem natureza ndo exclusivamente
protéica, podendo conter depésitos de acido fitico (60 — 80%) e sais de calcio,
potassio e magnésio. Envolvendo a inclusdo globdide estio os depésitos de fitase que
criam a interface enzimética entre a fitina e a matriz protéica (Pemollet, 1978; Bewley
& Black, 1994). Em estudos com 70 espécies da familia Proteaceae, Pate et al. (1986)

10



Revisdo Bibliografica

classificaram 7 tipos distintos de inclusées de natureza nao protéica de acordo com
tamanho, forma e resposta aos corantes Azul de Toluidina e Naphthol Blue Black.

Figura 1. Diagrama representando os diferentes tipos de corpos protéicos
presentes em tecidos de estoque.

(A) matriz protéica. (B) — (E)
globdides (preto) de diferentes tamanhos
embebidos na matriz. (F) — (H) globdide
envolvido por halo de fitase (halo
branco) e inclusao protéica cristaldide
insoluvel (listrado). () — (K) cristais
(drusas) de oxalato de calcio com ou
sem globodides. (Adaptado de Bewley &
Black, 1994).

2.5.3. Lipideos

A quantidade de lipideo estocado nos cotilédones de teobromas pode exceder
50% da reserva das sementes (Carpenter et al., 1994); sao ftriacilgliceréis (TAGSs)
empacotados em vesiculas numerosas denominadas glébulos lipidicos, presentes no

citoplasma das células de reserva (Esau, 1977).

Em muitas espécies vegetais, os gldébulos lipidicos sdo estaveis e nao
coalescem apdés estocagem prolongada da semente. A estabilidade € atribuida a

11
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membrana constituida por hemicamada fosfolipidica contendo entre 0,5 a 4% de
proteinas, com pesos moleculares entre 15 e 26kDa, denominadas oleosinas (Huang
etal., 1993).

Comparando sementes de oleaginosas, Leprince et al.(1998) demonstraram
que os globulos lipidicos de T. cacao sdo desprovidos de oleosinas. Os autores
utiizaram o microscépio eletronico de varredura, com emissdo de campo em
temperatura baixa, para investigar a estabilidade estrutural dos glébulos lipidicos das
sementes apés secagem, estocagem em baixa temperatura e reidratagdo. Os
gldbulos lipidicos do cacau permaneceram relativamente estiveis sob secagem lenta
(23°C e 26%UR?) ou réapida (temperatura ambiente e 3%UR); durante a reidratagao,
os glébulos lipidicos de T. cacao fundiram-se, alterando a integridade celular.

Sintese de Glébulos Lipidicos

Os acidos graxos sintetizados nos plastideos sao transportados ao RER onde
ocorrera a montagem dos TAGs (Browse & Somerville, 1991).

Varias sementes oleaginosas em fase de maturacao (Schwarzenbach, 1971:
Wanner et al.1981 apud Huang et al., 1993) mostraram ao microscépio eletrénico que
os gldbulos lipidicos sdo originados no reticulo endoplasmatico liso (REL) por um
processo de vesiculagdo ou brotamento, levando consigo a monocamada de
fosfolipideos, oriunda da cisterna do REL.

A enzima envolvida especificamente na sintese dos TAGs, a diacilglicerol
aciltransferase, esta localizada no RER onde possivelmente tenha inicio a sintese dos
TAGs (Huang et al., 1993). A diacilglicerol aciltransferase exerce um papel chave na
regulacdo da composicdo final de acidos graxos dos lipideos de reserva das

2 UR - umidade relativa.
12
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sementes (Lea & Leegood, 1993). Portanto, os TAGs, os fosfolipideos e as oleosinas
(quando ocorrem) sao sintetizados no RER (Huang et al., 1993).

Em T. cacao, a sintese de éleo nas sementes estende-se por cerca de 2
meses e a deposicdo dos TAGs ocorre em duas fases principais. Na primeira, a
divisao celular do tecido cotiledonar acontece com rapidez e ocorre pequena
deposigao de reservas. Na segunda, a sintese de TAGs ocorre rapidamente entre o
120° e 160° DAP® (Griffiths & Harwood, 1991). Patel et al. (1994), em estudo com
sementes de T. cacao em desenvolvimento, observaram que o periodo maior de
sintese de lipideos totais e acidos graxos ocorreu entre 125° e 135° DAP e foi a seguir
declinando até a maturidade, isto &, cerca de 170° DAP.

Griffiths e Harwood (1991), observaram o acumulo de éleos polinsaturados
ricos em oleato e linoleato durante fase inicial de biossintese dos TAGs e aumento
dos niveis de estearato durante a maturagdo em T. cacao. A composigdo das
sementes de Theobroma foi analisada para o perfil de acidos graxos e
composicao de esteréis. tocoferdéis e tocotriendis (Carpenter et al., 1994). A Tabela
1 apresenta os dados da composicdo de acidos graxos das sementes de trés
especies de teobromas.

Degradaciao dos Glébulos Lipidicos

Os glébulos lipidicos serdo degradados na fase de germinagdo da semente e
os TAGs, hidrolizados a glicerol e acidos graxos, serao convertidos & agucares para
suportar o crescimento da plantula (Huang et al., 1993). Para os cereais, a lipase liga-
se especificamente aos glébulos lipidicos em um ponto de reconhecimento
possivelmente situado nas oleosinas. No cacau, a auséncia de oleosinas (Leprince et
al., 1998) nao confirma esta ligagdo. Finalmente, apés a lipdlise, os glébulos lipidicos

® Dias apés a polinizag&o.
13
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vao gradualmente fundindo-se a membrana de vacuolos os quais poderao fundir-se

em um amplo vacuolo central (Huang, 1996).

Tabela 1: Composicao de acidos graxos das sementes de teobromas.

Composicao (%)

C16:0 Cl6:1 C18:0 Cl18:1 C182 C183 C20:0 C22:0

T. cacao

1 30,6 06 339 314 2,5 0,9

e 274 0.2 342 336 . 31 0,1 L0 02
'T. obovatum 8,6 31,7 420 6.1 9.7 1,4

'T. microcarpum 14 4 0.8 6.4 314 27 3.6 6,6 98
' Gilabert-Escriva, 2002.
? Carpenter et al., 1994.

2.5.4. Polifendis

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem um dos mais numerosos e
amplamente distribuidos grupos de substancias no reino vegetal. Polifenbis sao
produtos do metabolismo secundario das plantas resultantes de duas diferentes vias
(acetato e shikimato®), ambas derivadas do metabolismo da glicose e estao presentes
em altos niveis na maioria das sementes. Os compostos fendlicos podem ser
divididos em 10 classes distintas de acordo com sua estrutura basica, sendo os
flavondides o grupo mais importante. Alguns flavondides sao os constituintes

* Os produtos da via primaria do shikimato sdo os aminoacidos aromaticos (fenilalanina e tirosina),
sua degradagéo leva a via do phenylpropanoid, no metabolismo secundario.

14



Revisdo Bibliografica

monoméricos dos taninos condensados, os quais sao apontados como moléculas
altamente hidroxiladas que podem formar complexos insollveis com carboidratos e
proteinas. Outros flavondides fazem parte das antocianinas, o0 grupo mais importante
de pigmentos vegetais hidrossoliveis (Shirley, 1998; Wollgast & Anklam, 2000). O T.
cacao possui grande quantidade de polifendis, entre eles: acidos fendlicos,
antocianinas, catequinas, proantocianidinas e glicosideos flavondis. Os principais
constituintess da fragdo fenélica do cacau sdo as catequinas (37%), as
proantocianidinas (58%) e as antocianinas (4%) (Wollgast & Anklam, 2000).

Em 1977, Biehl et al., descreveram que nos cotilédones de T. cacao os
polifendis sdo armazenados em células dispersas pelo parénquima, ocupando
principalmente regiées proximas aos vasos. O padréo de distribuicao das células
fendlicas no tecido cotiledonar em trés espécies do género Theobroma sera

discutido no item 5.4.2 do presente trabalho.

2.5.5. Alcaloides

Os alcaldides, compostos nitrogenados de baixo peso molecular, sdo na
maioria das vezes, derivados dos aminoacidos fenilalanina, tirosina, triptofano, lisina e
ornitina. Os alcaléides teobromina, teofilina e cafeina pertencem ao grupo das purinas
e, embora estejam amplamente distribuidos na planta, sua presenca dentro de reino
vegetal é limitada (cerca de 20% das espécies vegetais). Estudos sobre os alcaldides
presentes em Camellia sinensis (cha) e Coffea arabica (café) demonstraram que a
cafeina é formada a partir da teobromina, e a teofilina € um intermediario do
catabolismo da cafeina (Suzuki et al., 1992 apud Ito et al., 1997).

Existem duas hipoteses sobre a funcao de altas concentragoes de alcaldides

em algumas espécies vegetais: a hipétese da defesa quimica propde o papel protetor
contra a predagdo, outra hipétese sugere que 0s alcaldides das sementes sao

15
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liberados no solo inibindo a germinacédo de outras sementes (Ashihara & Crozier,
2001).

O levantamento da presenca de alcaldides em 10 espécies de Theobroma
indicou que apenas T. cacao possui cafeina e teobromina em niveis detectaveis nas
sementes maduras, enquanto que o tetrametil urato (teocrina) foi encontrado em
todas as outras espécies de Theobroma analisados com excecao de T. obovatum
para o qual n&do foi detectado nenhum alcaldide (Hammerstone et al., 1994). Os
alcaloides presentes nas sementes de T. cacao estao localizados nas mesmas células
que armazenam os compostos fendlicos (Roelofsen, 1958 apud Brito, 2000). Jaenicke
(1973) sugeriu um modelo para explicar o processo de difusdo dos alcaléides
(teobromina e cafeina) para dentro dos vactolos de polifendis. Segundo o autor os
alcaldides de T. cacao localizam-se dentro de vactolos especificos que fundem-se a
membrana dos vaculolos de polifendis, permitindo que os alcaléides alcancem o
interior do vacuolo como inclusées desprovidas de membrana.

2.6. Relacdo entre Compostos de Reserva e Chocolatizagcao

O processo de chocolatizacdo das améndoas engloba diversas reagdes
bioquimicas e enzimaticas decorrentes das etapas de fermentagdo, secagem e
torragéao.

Durante a fermentagao ocorre a difusdo dos acidos produzidos para dentro do
cotilédone que somada a elevagéo da temperatura provocam a morte do embrido; a
semente, entéo, passa a ser denominada améndoa, uma vez que perde seu potencial
de germinagdo (Vasconcelos, 1999). A morte do embrido provoca mudancas nas
membranas celulares facilitando a migracdo de enzimas e substratos (Beckett, 1994);
nessa etapa as proteinas de reserva tornam-se suscetiveis a acao das proteases.

16
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Estudos demonstraram que a formagao dos precursores do aroma especifico &
devida a protedlise, acido induzida, da principal proteina de reserva (globulina, tipo
vicilina), por agcdo conjunta da endoprotease aspartica e uma carboxipeptidase dando
origem aos oligopeptideos hidrofilicos e aminoacidos livres hidrofébicos (Voigt et al.,
1994; Voigt & Biehl, 1995). O aroma especifico do cacau & obtido quando os
precursores sao aquecidos na presenga de agucares redutores, através da reagdo de

escurecimento ndo enzimatico ou reacao de Maillard (Cros, 1999).

Durante o processo de secagem algumas modificagdes bioquimicas continuam
a ocorrer no cotilédone, como a reducédo de acidos através da evaporacao (Cros,
1999). Anteriormente a torragao, a améndoa pode ser adstringente, amarga e acida.
Contudo, a torragdo reduz a acidez, através da diminuicdo significante nas
concentragdes de acidos volateis, especialmente acido acético (Beckett, 1994).

Os polifendis contribuem para a adstringéncia e inibem o desenvolvimento do
aroma durante a torragdo ao complexarem com proteinas. Os teores de alcaldides
purinas (teobromina e cafeina) decrescem 20 a 30% durante a fermentacdao em
consequéncia de sua difusdo, contribuindo para a redugdo do sabor amargo na
améndoa (Cros, 1999).

Com a morte da semente, a fusdo dos globulos de lipideo se completa
estabelecendo uma fase continua de éleo envolvendo as inclusées citoplasmaticas,
ou seja, a compartimentagéo celular é perdida e as reacdes dependentes de meio
aquoso sao prejudicadas (Biehl et al., 1977). O papel principal do lipideo no processo
de chocolatizag&o sera como constituinte da gordura da améndoa que recebe grande
importancia econémica devida as suas caracteristicas fisico-quimicas especificas. A
composicao lipidica das sementes de T. cacao podera variar' de acordo com as
variedades e condicées de crescimento; variagdes do perfil de &cidos graxos
influenciaréo diretamente as propriedades fisicas da manteiga de cacau, assim como
a textura, sabor e ponto de fusao do produto final (Liendo et al., 1997).
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3. OBJETIVOS

Descrever a morfologia das sementes das trés espécies do género:

Theobroma cacao L., Theobroma obovatum e Theobroma microcarpum;

Caracterizar, empregando métodos citoquimicos, os componentes de reserva e

os principais tipos celulares que compée o tecido cotiledonar das trés especies;

Avaliar através da ultraestrutura a localizagdo subcelular dos elementos de

reserva de Theobroma obovatum e Theobroma microcarpum;,

Caracterizar, através de métodos bioquimicos, a composi¢cao quimica das

sementes maduras;

Estimar tamanho das células de reserva e proporgao das células fendlicas no
tecido cotiledonar através da analise, por software, das imagens obtidas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de T. cacao, T. obovatum e T microcarpum,
obtidas de frutos provenientes das colegées da Comissdo Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira (CEPLAC-Marituba®, PA: CEPLAC-Itabuna®, BA).

Os frutos foram recebidos em 2 ocasides e classificados em grupos (1 e 2)
para facilitar a referéncia a origem.

Grupo 1 - T. obovatum, T. microcampum e T. cacao (frutos maduros recebidos
do CEPLAC-Marituba, PA; em Margo de 2001);

Grupo 2 - T.cacao (frutos maduros provenientes do CEPLAC-Itabuna, BA
recebidos em Abril de 2001).

® Marituba: Municipio que integra a regido metropolitana de Belém, Par4: localizado a2 19Km da
capital.

® tabuna: Municipio do Estado da Bahia, localizado 36Km a oeste de lihéus.
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4.2. Métodos

4.2.1. Microscopia Optica

Fixacao, Inclusao e Microtomia

Secdes dos cotilédones de aproximadamente 2mm?® foram fixadas em solugéo
contendo 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido (V/V) e 3% de sacarose em
tampao Cacodilato de Sédio 0,1M pH 7,3, durante 120 horas a 5°C; a seguir foram
desidratadas em série etilica (etanol 70, 80, 90 e 95% e etanol absoluto) e incluidas
em historesina Glicolmetacrilato (GMA Leica) para obtengao de cortes em micrétomo

com 1 a 3um de espessura.

Coloracoes

A partir dos cortes obtidos foram realizadas reagdes citoquimicas para

demonstrar a presenca de polissacarideos, proteinas, lipideos e polifendis.

Azul de Toluidina

Para a localizagao dos grupos aniénicos’ os cortes foram corados com Azul de
Toluidina 0,025% em tampdo Mclivaine pH 4,0 (15 minutos) e lavados em agua
destilada (Vidal, 1977). Na coloracdo de rotina foi utilizada solugao de Azul de
Toluidina 0,5% em Borax 5% (pH8,0).

7 referentes aos radicais fosfatos presentes em acidos nucléicos e radicais sulfatos e carboxilas
presentes em polissacarideos acidos.
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Método do PAS

O método do PAS (Periodic Acid Schiff) foi utilizado para evidenciar amido e
polissacarideos da parede celular. Os cortes foram previamente tratados em solugcao
de glicina 0,15mM em tampéao fosfato 0,05M a pH 7,0 por 2 horas, para bloquear
grupamentos aldeidos do fixador. O material foi entdo submetido & oxidagdo com o
acido periédico 0,5% durante 10 minutos, lavado em agua destilada, seco ao ar e
tratados com reagente de Schiff por 8 minutos, na auséncia de luz. Apés a coloragao
foram submetidos a 3 banhos de 3 minutos em agua sulfurosa (18 partes de agua
destilada, 1 parte de HCI 1N e 1 parte de Metabissulfito de Sédio 10%) (Silva, 1995).

Naphthol Blue Black (NBB)

Para a localizagao do material protéico, os cortes em historesina foram corados
com solucdo de Naphthol Blue Black 1% em &acido acético 7%, por 10 minutos
(temperatura ambiente), em seguida, lavados com &cido acético 7% e agua destilada
para a retirada do excesso de corante (Ling-Lee et al., 1977).

Nile Red (Nile Blue A oxazone)

Cortes congelados, obtidos em criostato, foram usados para a detecgéo das
reservas lipidicas evitando o uso de solventes empregados nos métodos de inclusdo
em resinas. Os cortes foram tratados com solugdo de Nile Red em acetona
(100pg/ml), montados em solugdo aquosa de Nile Red 1ug/ml e observados em
microscopio de fluorescéncia sob excitagdo em 510nm (Greenspan et al., 1985)
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4.2.2. Microscopia Eletronica de Transmissao

Fixacao, Inclusdo e Ultramicrotomia

Secoes dos cotilédones, com cerca de 2mm°, foram fixadas em 2,5% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido (V/V) e 3% de sacarose em tamp&o Cacodilato
de Sédio 0,1M pH 7,3, durante 90 horas, a 5°C. Ap6s a fixagdo em aldeido, foram
pos-fixadas em Tetréxido de Osmio 1% (18h) e em Acetato de Uranila 0,5% em
sacarose 13,3% por 16h (Haddad et al., 1998). Ap6s desidratacao as segdes foram
incluidas em Epon e seccionadas em ultramicrétomo para obtengdo de cortes
ultrafinos que foram colhidos sobre telas de niquel.

Contrastacao

Para intensificar o contraste dos cortes ultrafinos as telas contendo os cortes
foram tratadas em Acetado de Uranila 5% durante 20 minutos e Citrato de Chumbo
por 5 minutos (preparado a partir de Nitrato de Chumbo e Citrato de Sédio) (Harris,
1991; Haddad et al., 1998). O material foi observado ao microscépio eletrénico de
transmissdo LEO 906 ZEISS (Centro de Microscopia Eletrdnica do Instituto de
Biologia da UNICAMP) e as imagens fotografadas.

4.2.3. Microscopia Eletronica de Varredura

Fixacao e Criofratura

Porgoes dos cotilédones das sementes foram fixadas em solugéo de
glutaraldeido 5% em tamp&o Cacodilato de Sédio 0,1M pH 7,3, durante 120 horas a
6°C e pos fixadas em Tetréxido de Osmio 1% em tampao Cacodilato de Sédio 0,1M

pH 7,3 por 18 horas (Bechtel, 1993). As amostras foram desidratadas em Etanol 50,
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70, 80, 90 e 95% e Etanol absoluto, e levadas ao Nitrogénio liquido para proceder a
criofratura. Apés a criofratura, as amostras foram imersas em Acetona PA (2 horas),
para a remogao do dleo que normalmente provoca obscurecimento estrutural (Arnott
& Webb, 1983 in Bechtel, 1983).

Secagem e Cobertura

Para a secagem do material utilizou-se um secador de ponto critico de CO,
“CPD-030 Balzers”. a cobertura com ouro realizada em metalizador “Sputter Coater
SCD-050". A observagdo microscépica e o registro de imagens foram procedidos a
10kV de aceleragdo no microscépio de varredura JEOL JSM - 5800 LV. (Centro de
Microscopia Eletrénica do Instituto de Biologia da UNICAMP).

4.2.4. Composigdo Quimica das Sementes

As amostras destinadas a andlise da composi¢éao quimica foram previamente
pesadas, liofiizadas e novamente pesadas obtendo-se a porcentagem de umidade
bruta.

A determinac@o de lipideos totais foi feita segundo Método de Soxhlet (963.15
AOAC, 1997). A extragao da gordura foi feita com éter de petréleo a partir da amostra
liofilizada e moida.

A determinagdo de proteinas totais foi realizada pelo método de Kjeldahl
(870.22 AOAC, 1997), utilizando-se o fator de conversio 5,4; o mesmo utilizado por
Silva (2000).

A porcentagem de sélidos totais e umidade foi determinada através da
secagem em estufa a 105°C, até peso constante (931.04 AOAC, 1997). A amostra
seca em estufa foi carbonizada e incinerada em mufla a 550°C para a obtencao do
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percentual de cinzas (972.15 AOAC, 1997). A porcentagem de carboidratos totais foi

calculada por diferenca.

A extracdo dos fenois totais foi realizada segundo metodologia de Price &
Butler (1977) adaptada por Ferandez Barbery (1999) a partir da amostra liofilizada e
desengordurada. A determinagao da concentragéo de fenois totais foi realizada pelo
método colorimétrico do Folin-Ciocalteu (Amerine & Ough, sd) e as leituras realizadas
em espectrofotdmetro & absorbancia de 760nm. Para a curva de calibragdao foram
utilizadas solugdes de acido galico nas concentragées 5, 10, 25, 50, 100, 150, 250,
500mg/L e os resultados expressos em equivalentes de acido galico.

4.2.5. Analise de Imagem

As estimativas de tamanho de células, tamanho dos gréos de amido e
proporcéo de células fenélicas no tecido cotiledonar foram feitas através da analise
das imagens geradas ao microcépio 6ptico e capturadas por camera; utilizando-se o
software de dominio publico Scion Image (Www.Scioncorp.com) e o Global Lab Image.

O Global Lab Image foi utilizado para andlise de particulas. Uma particula &
definida como um numero de pixels conectados dentro de uma faixa de cinza
especificada. Os graos de amido corados pelo método do PAS (p.ex.) possuem uma
faixa de cinza correspondente na imagem em “branco e preto”, dessa forma eles
serdo considerados particulas pertencentes a uma mesma classe (Anexo 2).

O Scion Image foi utilizado para medir individualmente os graos de amido ou
células quando n#o foi possivel separa-los por gradiente de cinza e defini-los como
particulas isoladas. O Scion Image também foi Util para o processamento da imagem
através da ferramenta density slice. Esta ferramenta permite segmentar os objetos,
com base no valor de cinza. Os objetos s&o ento realgados em vermelho e ao tornar
a imagem binéria os pixels marcados em vermelho serao convertidos a preto e 0

restante sera convertido a branco (Anexo 1).
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Calibracao

A calibragdo em unidade conhecida (micrémetros) foi feita através da imagem
capturada da escala milimétrica calibrada Zeiss na qual a menor divisao corresponde
a 100 micrémetros. A equivaléncia encontrada entre pixel (pxl) e micrémetros (i) para
cada objetiva utilizada foi:

Objetiva 25x 40x 100x

100 145px| 230pxI 584pxl

L

A partir da analise exploratéria do tecido avaliou-se o tamanho da amostra (p.

ex.: nimero de gréos de amido) necessaria para estimar a area média (na) através da
seguinte equagéao (Barnett, 1974; Cochran, 1977):

n>=  (1+2/ng) x (z,)?x s>
dZ

Onde:

n = tamanho da amostra

N« = amostra inicial > 30

s? = variancia populacional estimada

Zo. = valor critico da distribuicdo normal para o nivel de significancia de 0,01
Z2a =233

d = erro maximo (5% de p)

p1 = meédia da amostra inicial
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O tamanho da amostra para cada tipo de analise foi:

Célula de

Célula fendlica Grao de amido
reserva
T. cacao 297 137 133
T. obovatum 125 198 150
T. microcarpum 62 134 92

Para a determinacdo da proporgao de células fendlicas no tecido cotiledonar
foram avaliados cinco campos aleatérios com area total conhecida, variando entre 5 x

10° e 6 x 10°um?. A analise considerou a area ocupada pelas células fendlicas dentro
de cada campo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteristicas macroscépicas das sementes

As sementes das trés espécies estudadas (T. microcarpum, T. obovatum e T.
cacao) apresentam as caracteristicas descritas por Barroso et al. (1999) e Corner
(1976) para o género Theobroma: dois tegumentos (testa e tégmen), embrido axial,
elipsoide, cotilédones densos muito dobrados em torno do eixo hipocétilo-radicular.

Os frutos de cacau provenientes de Marituba/PA eram diferentes dos frutos
oriundos de Itabuna/BA, tanto em formato, tamanho e coloracdo do fruto quanto ao
numero e tamanho das sementes (Figura 2).

Quanto as caracteristicas das sementes observadas, independente da origem
dos frutos, o cacau possui cotilédones muito dobrados. cor violeta devido a presenca
de antocianinas. Quando abertas, as sementes por oxidagao tornam-se marrons. As
sementes de T.obovatum tém o envoltério mais fino que o das outras duas especies
estudadas; seus cotilédones s&o claros, delgados, muito imbricados e s&o menores
em relagéo ao T. cacao e T. microcarpum (Figura 3).

Os cotilédones de T. microcarpum séo espessos e menos imbricados se
comparados ao 7. cacao e T. obovatum; assim como as outras duas espécies
oxidam-se rapidamente quando a semente é aberta, assumindo aparéncia
ferruginosa. O tamanho e peso médio das sementes das trés espécies séo

apresentados na tabela 2.

29



Resultados e Discusséo

Figura 2(a). Frutos de teobromas maduros.
A —C: T. obovatum: D e E: T. microcarpum; F — I T. cacao.
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Figura 2(b). Frutos de teobromas maduros. F e G: grupo 2; H e I: grupo 1.

Theobroma cacao

Figura 3. Sementes maduras inteiras, sem testa e em corte longitudinal. A — T.
cacao, B — T. microcarpum, C — T. obovatum.

F1
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Tabela 2: Tamanho e peso médio de sementes integras das trés espécies.

Tamanho médio™ Peso**
(cm) (9)
T. cacao G1 2.3%1.8 3,20 £0,18
T. cacao G2 29%1.2 2,80 +0,22
T. obovatum 2 1x1.5 2,18 +0,17
T. microcarpum 2,1x1,6 2,73 10,82

G1 e G2 referem-se ao grupo de amostras 1 e 2, respectivamente.
* eixos longitudinal e transversal
** yalores: média + desvio padréo

5.2. Analises da Composi¢ao Quimica das Sementes

Os resultados da composicdo quimica das amostras analisadas (Tabela 3)
revelam diferengas entre as espécies quanto ao principal composto de reserva
encontrado: T. microcarpum apresenta alto teor de carboidrato enquanto em T. cacao
e T. obovatum os lipides s&o a principal reserva.

Como esperado, T. cacao mostrou uma composiGdo quimica um pouco
diferente entre as amostras do grupo 1 e 2; vale lembrar que a origem geografica &
um dos fatores que podem influenciar na proporgéo dos elementos de reserva na

semente.

Os teores de proteina encontrados nas trés especies sdo semelhantes aos
valores obtidos por Silva (2000), como esperado T. microcarpum apresentou a menor
porcentagem de proteinas na semente desengordurada; os valores de proteina
obtidos nas sementes de T. obovatum e T. cacao (grupo 1) foram préximos (Tabela
3). Quanto aos fenodis totais (Tabela 4), confirma-se que T. cacao esta entre 0s
teobromas mais ricos em fendis: os valores de fenois totais em T. cacao sao
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comparaveis aos encontrados por Muller, et al. (2000). As células contendo 0s
polifendis sdo claramente visiveis e os resultados da Tabela 4 confirmam as
observagdes feitas ao microscopio optico.

Tabela 3: Dados da composicao quimica das sementes maduras.

Composicédo quimica das sementes maduras
base seca (%)

Proteina® Lipideo  Cinzas  Umidade Carboidrato®

T. cacao G1 25,44 (241)* 47,25 3,01 1,34 22,95
T. cacao G2 28,68 51,22 3,20 2,16 14,74
T. obovatum 24,88 (27,1) 60,77 3,14 0,89 10,32
T. microcarpum 13,27 (14.4) 6,54 2.75 2,86 74,57

“ proteina total das amostras desengorduradas.
® obtido por diferenca.
“entre parénteses: valores obtidos por Silva, 2000.

Tabela 4: Percentual de fendis totais em base seca e desengordurada

Concentragdo de fendis totais® (%)

T. cacao G1 8,310,6
T. cacao G2 7,7+06
T. obovatum 5,1+0,5
T. microcarpum 2,7 +0,1

® valores: média + desvio padrao
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5.3. Citoquimica

Nzo foram notadas diferengas em relacdo ao contetdo celular e morfologia
cotiledonar entre as sementes de T. cacao dos grupos 1 e 2. Os resultados da
citoquimica e estrutura desconsideram, portanto, a origem geografica das sementes
analisadas.

5.3.1. Azul de Toluidina em pH8,0 e pH4,0

Os cortes destinados a coloragéo pelo Azul de Toluidina (AT) originaram-se do
material incluido em historesina GMA (Glicol metacrilato) e foram submetidos a
solucoes de AT em pH8,0 e pH4,0.

O Azul de Toluidina é definido como um corante basico, portador do radical
NH,", utilizado para evidenciar substratos aniénicos totais por reagoes de basofilia
(Vidal & Mello, 1987). A habilidade de ligacéo do AT aos grupos anidnicos diminui
com o pH. Um fato conhecido é que os compostos sulfatados e polifosfatos ainda se
coram metacromaticamente em pH baixo (Gahan, 1984). Em pH 4,0, o AT, em geral,
nao cora proteinas, j& que poucos radicais carboxilas presentes encontram-se
negativados. Por outro lado, os radicais fosfatos presentes em acidos nucléicos e
radicais sulfatos e carboxilas presentes em agucares &cidos s&o corados (Vidal &
Mello, 1987; Cortelazzo, 1989).

A ligacao das moléculas do corante aos grupos acidicos proximos de uma
molécula resulta no deslocamento do pico de absorgao do azul (AT) para o vermelho,
tal fendmeno é conhecido como metacromasia (Gahan, 1984). Em células e tecidos
animais e vegetais, as estruturas metacromaticas apresentam-se roseo-
avermelhadas: em casos contrarios permanecem azuis, mas podem progredir ao azul
esverdeado indicando a ortocromasia (Vidal & Mello, 1987).
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O AT €& também interessante para identificar pectinas, porque estas
apresentam reacao metacromatica produzindo coloragéo violeta (O’'Brien et al,, 1981 )
enquanto os polifendis mostram coloragao azul esverdeada brilhante quando corados
pelo AT (Gahan, 1984).

Os compostos pécticos das paredes de células cotiledonares das trés espécies
apresentaram metacromasia ao AT (cor arroxeada). Entre as dobras retorcidas dos
cotilédones de T. cacao, é possivel notar a presenca de mucilagem que na presenca
de AT (pH4,0) adquiriu aspecto filamentoso e metacromatico corando em rosa
avermelhado (Figura 8A).

As paredes do xilema foram destacadas pelo AT, coradas em verde. As
células da epiderme dos cotilédones apresentaram reagdo acentuada de radicais
anidnicos que preenchiam o citoplasma. Na periferia destas células, detectou-se a
presenca de gldbulos mais corados pelo Azul de Toluidina (Figura 8).

As ceélulas da epiderme dos cofilédones apresentaram reacdo acentuada
definindo a posigcdo parietal do citoplasma e corando o grande vacuolo central
(Figuras 4 e 8). O citoplasma contém varios elementos estruturais de dificil
identificacdo ao M.O. Com efeito, as células epidérmicas nao representam células de
reserva e a caracteristica comum para as trés espécies estudadas é o grande vacuolo
central e o alinhamento celular formado por uma Unica camada. Em T. microcarpum
as granulagoes (de natureza indefinida nas oufras duas espécies), t&ém caracteristicas
colorimétricas de fendis.

Os nucleos e nucléolos quando presentes no corte histolégico apresentam
predominancia de cromatina frouxa e grande nucléolo (Figuras 6B e 10A).
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5.3.2. Polissacarideos

Para o PAS evidenciar polissacarideos neutros (amido e celulose) é necessaria
a prévia oxidagdo de grupos hidroxilas de carbonos vicinais da amostra pelo acido
periddico, resultando na formagao de grupos aldeido livres que serao demonstrados
com o reativo de Schiff, produzindo coloragéo rosa (Gahan, 1984).

Os cortes submetidos ao PAS revelaram a presenca notéria de amido nos
cotilédones de T. microcarpum, como a principal reserva de carbono do embriao. Os
granulos de amido sao imbricados em forma de tetraedros e grandes no tamanho em
relacdo as outras duas espécies (item 5.6), preenchendo quase toda a célula da
semente madura (Figura 9C); as proteinas de reserva, por sua vez, ocupam 0s
espagos remanescentes.

Em T. cacao e T. obovatum o teor lipidico é predominante (Tabela 3); os
plastideos privilegiaram a formag&o dos lipideos e, como consequéncia, 0s granulos
de amido s&o relativamente poucos e pequenos, ocupando pequena porgéo da célula
(Figura 9, A e B). Os polissacarideos das paredes das células cotiledonares também
foram evidenciados pelo PAS, caracterizando seu material celuldsico.

A presenca de grdaos de amido pode ser confirmada por seu padrao de
birrefringéncia caracteristico de “cruz de malta”, quando vistos sob luz polarizada

(Figuras 13, 14 e 15) (Gahan, 1984). Para a microscopia de polarizagao foram
utilizados os cortes corados com Naphthol Blue Black ou Azul de Toluidina.

5.3.3. Lipideos

Segundo Greenspan et al(1985) o Nile Red é indicado para a detecgao de
glébulos lipidicos intracelulares, através da microscopia de fluorescéncia. A
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fluorescéncia do corante ocorre em comprimento de onda de excitagdo entre 450 e
560nm.

A analise microscopica sob fluorescéncia dos cortes de cotilédones, obtidos ao
criomicrétomo e corados pelo Nile Red, confirmou a presenca acentuada de glébulos
de lipideos em T. cacao e T. obovatum. Alguns minutos apés a exposicao, os glébulos
lipidicos coalesceram formando grandes gotas sobre o corte (Figura 11).

Entre as espécies brasileiras do género Theobroma, T. microcarpum é a
especie que exibe o menor percentual de lipideo na semente; provavelmente em
consequéncia de apresentar o amido como principal fonte de carbono. Nos cortes de
T. microcarpum, os glébulos lipidicos sao vicinais 8 membrana plasmatica; neste caso
serdo melhor observados em MET (Figura 31). E necessario comparar os diferentes
cortes com a mesma espessura, porque cortes espessos corados pelo Nile Red
podem transmitir falsa impress&o sobre a proporgdo de lipideos presentes no tecido.

5.3.4. Proteinas

Nos cotilédones maduros de T. cacao o material protéico ocupa em geral um
grande vacuolo central circundado por pequenos circulos negativos ao Naphthol Blue
Black (NBB) (Figura 5; A e B). Inclusdes negativas ao NBB e birrefringentes sob luz
polarizada estdo presentes nos vacuolos protéicos das células do parénquima
(Figuras 12A e 14).

Em T. obovatum, o material protéico das células do parénquima mostra o
mesmo padrao de distribuicdo observado no cacau, o vacuolo central rodeado por
glébulos nao corados. No entanto, algumas vezes a proteina nao é identificada
ocupando a porgao central das células do parénquima de reservaem T. cacao e T.
obovatum (Figura 5B e Figura 6B). Nesses casos, o aumento da sintese dos glébulos
lipidicos parece dividir gradativamente o vacuolo protéico, forcando a proteina a
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ocupar os espacos remanescentes dentro da célula. O nucleo deslocado do centro e 0
nucléolo foram evidenciados pelo corante (Figura 6B).

Em T. microcarpum o material protéico, fortemente corado pelo NBB, localiza-
se entre os graos de amido formando, portanto, vactolos distintos. Assim como no
cacau, observam-se inclusdes birrefringentes sob luz polarizada dentro dos vacuolos
protéicos de T. microcarpum (Figura 12B), e em células da epiderme de T. obovatum
(Figura 15; A e B).

Pate et al.(1986) identificaram, dentro do vacuolo protéico, 7 tipos de inclusées
nao protéicas® em 70 espécies (30 géneros) da familia Proteaceae, algumas positivas
ao Azul de Toluidina (AT"), outras nao (inclusdes esféricas AT); nenhuma delas
reagiu ao NBB. As inclusdes foram classificadas segundo forma e tamanho; inclusGes
do tipo A, drusa (AT) ocorrem singularmente no corpo protéico e exibem
birrefringéncia sob luz polarizada. Entre os 30 géneros observados, apenas um nao
apresentou inclusdes e outros sete possuiam apenas um dos tipos (AT  ou AT).
Inclusées dos tipos A (AT) e D, esferoidal (AT") foram comumente encontradas.
Segundo os autores, todos os géneros e algumas espécies podem ser distinguidos
com base: na distribuicao e frequéncia dos tipos de inclusdes existentes, e no padrao
de coloragéo dos corpos protéicos do cotilédone pelo NBB.

® Principalmente cristais de oxalato ou carbonato de caicio, fitato e sais (P, K, Mg, Ca).
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5.4. Histologia do Cotilédone

A figura 4 apresenta a constituicio estrutural dos cotilédones de T, obovatum
para ilustrar os tecidos que formam os cotilédones das sementes em Theobroma, s3o
eles: epiderme e mesofilo onde sado encontrados as células parenquimaticas de
reserva, idioblastos com polifenéis e os feixes vasculares.

5.4.1. Epiderme

As células que formam a epiderme dos cotilédones de T. cacao apresentam
um grande vacuolo suavemente positivo ao NBB e ao AT pH4,0. Nas mesmas células
ocorrem também gl6bulos ortocromaticos ao AT pH4,0 e giébulos fortemente corados
pelo NBB (Figuras 5B e 8A ).

Em T. microcarpum, é comum a presenca de glébulos ortocromaticos ao AT
pH4,0 (glébulos de polifendis) e o grande vacuolo esta preenchido por material
fracamente corado(Fgura 8C). Os nucleos geralmente sdo bem visualizados nessas
células (Figura 10A).

As células da epiderme de T. obovatum, sdo preenchidas por material positivo
ao AT e granulos ortocromaticos fortemente corados (Figura 8B), além de inclusées
birrefringentes sob luz polarizada (Figura15, A e B).

As respostas das células epidérmicas a aos métodos citoquimicos de detecgao
de proteinas e carboidratos sugerem que estas células, embora alinhadas como um
tecido de revestimento, apresentam capacidade de sintetizar os compostos de reserva
porém em menor quantidade se comparadas as células do parénquima de reserva.
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5.4.2. Mesofilo

Parénquima de reserva

Nas trés espécies, a maior parte do parénquima cotiledonar é efetivamente
constituida por células de reserva; o tipo de reserva predominante sera lipideo para

T cacao e T. obovatum e amido para T. microcarpum (Tabela 3).

As células do parénquima cotiledonar de T. cacao e T. obovatum nao
apresentam um formato predominante e na Ultima, sd0 menores em relagéo as
outras 2 espécies (item 5.6), porém apresentam um aspecto semelhante a T.
cacao, com diversos globulos lipidicos circundando o vacuolo proteico. Em alguns

casos, o nicleo pode ser observado e os espacos intercelulares estao aparentes.

Em T. microcarpum, as células de reserva tém formato poliédrico e os espagos
intercelulares nao sao comuns no tecido maduro (Figura 21). Os graos de amido e 0s
vacuolos contendo a proteina de reserva preenchema célula; o ndcleo algumas vezes
nao é facilmente distinguido e o escasso material lipidico s6 & observado através da
andlise ao microscopio eletronico de fransmissao.

Idioblastos de Polifendis

Segundo Zobel (1986), os compostos fendlicos ou polifendis estdo presentes
na maioria dos tecidos vegetais podendo ser encontrados em grandes quantidades.
Usualmente, os fendis ja ocupam um amplo vacuolo central nas células idioblasticas®.

° |dioblasto - Célula vegetal especializada contendo uma com posigcdo quimica distinta com parada
as células adjacentes.
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Nas trés espécies estudadas, a presenca de idioblastos de polifendis no
mesofilo € comum, sendo mais acentuada em T. cacao. Tais células ocupam
principaimente regides proximas aos vasos condutores ou estdo dispersas pelo
parénquima sendo identificadas pela cor magenta transidcida (em cortes a fresco) ou
pela ortocromasia ao AT, pH4,0, quando entio se coram em verde brilhante.

Em T. cacao ocorrem ainda grupos com cerca de 3 a 10 células
perpendiculares a epiderme; estas células parecem acompanhar os vasos e seus
contetidos vacuolares assumem aspecto vesiculado em algumas preparagées. (Figura
10B) Ainda nessas células, distinguem-se pequenos graos de amido birrefringentes
sob luz polarizada (Figura 12A).

Em T. microcarpum as células fenélicas também tém gréos de amido dispostos
lateralmente ao vacuolo; esses graos sdo menores do que os grdos das células de
reserva (Figura 13B). O vactolo contendo o material fenélico € homogéneo em T.
microcarpum, porém, em T. obovatum tém aspecto ora homogéneo, ora vesiculado.

Uma possivel explicacdo para o aspecto vesiculado dos vacuolos de
polifenol seria a presenga de inclusées de alcaldides nesses vactiolos (Jaenicke,
1973). No entanto, segundo Hammerstone et al. (1994) nao foi detectada a
presenca de alcaldides em T. obovatum.

5.5. Microscopia eletronica

A andlise dos coftilédones ao microscopio eletrénico de varredura (MEV)
revelou a espessura das paredes celulares e a organizagao da rede protéica e dos
glébulos lipidicos efou graos de amido dentro das células do parénquima de reserva
das frés espécies (Figuras 16 a 24).
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Ao MEV, as células do parénquima de T. cacao mostram a rede protéica e os
espagos dos glébulos lipidicos (extraidos pela acetona). A extragéo dos lipideos com
acetona (Bechtel, 1983) permitiu melhor visualizagdo do material impedindo a
formacao do filme de 6leo sobre o tecido. Os gréos de amido aparecem em proporgao
menor em relacdo as reservas de proteina e lipideo (Figuras 16, 17 e 18).

Em T. microcarpum grande parte do tecido analisado € constituido por celulas
hexagonais, de parede celular espessa; contendo graos de amido conjugados,
mergulhados em densa rede protéica (Figuras 21, 22 e 24). Entre as células de
reserva de amido e proteina ocorrem células maiores contendo glébulos de varios
tamanhos e pouco amido; as mesmas células sdo ortocromaticas ao AT pH4,0. Pelo
tamanho e conteudo distinto das demais, estas células poderiam ser as mesmas
células fendlicas observadas na microscopia 6ptica (Figura 23).

Nas imagens obtidas de T. obovatum, o material protéico aparece circundado
pelos espacos dos glébulos lipidicos (Figura 20). Os graos de amido estao em
quantidade menor em relacdo ao T. microcarpum, conforme se poderia esperar pelo
resultado obtido ao microscopio 6ptico e quanto a quantidade total de carboidratos
encontrada na semente (Tabela 3).

Ao microscépio eletrdnico de transmissao (MET) os cortes de T. obovatum e
T. microcarpum foram avaliados quanto a localizagdo dos componentes de reserva
dentro da célula.

Em T. microcarpum, discretos glébulos lipidicos estao localizados proximos a
membrana plasmatica. A Figura 31 demonstra ainda um grande vaclolo com
inclusdo, preenchido com material elétron denso. Como descrito para T. cacao (Rahl
& Biehl, 1989) T. obovatum também apresenta globulos lipidicos ocupando grande
parte da célula; entre eles estdo os depédsitos de proteina e algumas inclusdes
(Figuras 26, 27 e 29).
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Segundo Haddad et al. (1998), as inclusdes lipidicas, ao MET, aparecem como
estruturas circulares geralmente elétron-lucentes e sdo limitadas por uma meia
unidade de membrana, uma linha que corresponde as cabegas polares das moléculas
de triglicerideos periféricas, alinhadas na interface inclusio lipidica-citoplasma celular.
O Tetroxido de Osmio utilizado na etapa de pos fixagao, liga-se preferencialmente as
duplas ligagdées dos acido graxos insaturados, conseqlentemente, boa parte da
por¢ao saturada que constitui os lipideos de reserva é extraida nas etapas seguintes.
Portanto, maior ou menor eletrondensidade (funcdo da quantidade de 6smio ligado)
pode ser devida ao grau de insaturacdo dos lipideos ou & proporgéo de lipideos
insaturados presentes.

Os glébulos lipidicos de T. obovatum mostram um padréo distinto das outras
duas espécies, com duas regides de diferente eletrondensidade (Figuras 27 e 29). Tal
padrao pode ser devido & deposicdo diferenciada de moléculas de triglicerideos
saturados e insaturados, permitindo assim, a formagao de zonas de eletrondensidade
diferentes no mesmo glébulo.
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Figura 4. Constituicdo estrutural dos cotilédones de Theobroma.

Foto A — T. obovatum (AT pH8,0). Corte transversal mostrando as células
da epiderme (E) em pleno desenvolvimento. Devido ao pequeno actimulo
de reservas e o grande vacuolo (V) nas células da epiderme, o citosol esta
periférico. As porgdes protéicas [] estdo presentes entre os espacos dos

gldbulos de lipideo (imagem negativa). (640x)

Foto B — T. obovatum (AT pH8,0). Corte longitudinal mostrando os feixes
vasculares (FV) acompanhados por sucessivas células muito alongadas,

contendo vacuolos de polifendis [=]. (500x)
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Figura 5. Cotilédone de Theobroma cacao corado pelo Naphthol Blue Black (NBB).

Foto A — Corte transversal mostrando o parénquima cotiledonar revestido
por epiderme e a distribuicdo das células que produziram lipideos e
proteinas de reserva. As grandes células NBB™ estdo amarelas e em

distribuicdo aleatdria aparente []. (400x)

Foto B — [A] local dos glébulos de lipides. [W] vacuolos protéicos NBB* no
parénquima de reserva. Nas células da epiderme nota-se a presenca de
globulos fortemente positivos ao NBB [€=]. (1000x)
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Figura 6. Cotilédone de Theobroma obovatum corado pelo NBB.

Foto A — T. obovatum. Nota-se a pequena espessura das folhas

cotiledonares. (200x)

Foto B — As células cotiledonares mostram, por vezes, um formato
poliédrico. Todavia sdo comuns os espacos intercelulares. E possivel notar
a secgao dos vacuolos protéicos (p) pelos glébulos de lipideo [9], e os

nucleos em algumas células [1]. (1000x)
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Figura 7. Cotilédone de Theobroma microcarpum, corado pelo NBB.

Foto A — Nas células da epiderme é possivel notar a presenca de gldbulos

amarelos NBB™ [»] e a predominancia de um grande vacutolo (V). (400x)

Foto B — O parénquima cotiledonar possui células relativamente grandes (=
575um?) onde grdos de amido (A) com grande tamanho (= 80um?) estdo
distribuidos entre o material protéico (p), fortemente positivo ao NBB.
(1200x)
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Figura 8. Reacao do tecido cotiledonar ao Azul de Toluidina pH4,0.

Foto A — T. cacao. A mucilagem metacromatica ao AT [A\] atravessa o
espaco entre os cotilédones. A coloracdo natural dos polifendis esta
mascarada pelo azul do corante. (400x)

Foto B — T. obovatum. Com excegéo do pélo [2], o AT delineia em azul as
paredes celulares e o grande vacuolo (V) das células da epiderme. Nota-se
também a presenga de granulos azuis [1] no citoplasma destas células.
(400x)

Foto C — T. microcarpum. Gldbulos de polifendis nas células da epiderme
[1N]. (1000x)
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Figura 9. Ocorréncia do amido nas trés espécies, evidenciado pelo PAS.

Foto A — T. cacao (440x). B — T. obovatum (400x). C - T. microcarpum
(450x). O PAS® marca a prevaléncia dos grdos de amido em T
microcarpum, nota-se em T. cacao e T. obovatum que os granulos de

amido s&o relativamente poucos e menores quando comparados ao T.

microcarpum.
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Figura 10. T. microcarpum e T. cacao corado pelo Azul de Toluidina.

Foto A — T. microcarpum corado pelo AT pH8,0. Nota-se a presenca do
nucleo nas células cotiledonares []. (1100x)

Foto B — T. cacao corado pelo AT pH4,0. Mostrando o aspecto e a

disposicao das células fendlicas (Fn) em relagéo a epiderme (E). (220x)
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Figura 11. Fluorescéncia do lipideo (Nile Red).

Foto A — T. cacao (500x; 320x) B — T. obovatum (320x) e C — T.
microcarpum (500x). O lipideo (fluorescéncia amarela) em cortes de

congelagao extravasa e as goticulas fundem-se rapidamente (L).
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Figura 12. Presenca de inclusées ndo protéicas.

Foto A — T. cacao, coloragdo com AT pH4,0 e polarizagéo (650x). Foto B —
T. microcarpum, coloragdo com NBB e polarizagdo (510x) Observam-se
cristais de oxalato de calcio (inclusdes do tipo drusa; NBB e AT)
birrefringentes sob luz polarizada [4\], dentro dos vacuolos protéicos das
células de reserva das duas espécies. Em T. cacao também é possivel

notar a presenca de cristais birrefringentes nas células da epiderme [=].
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Figura 13. Cotilédones de T. cacao sob luz polarizada mostrando a birrefringéncia

do amido e inclusoes.

Fotos A e B —. Nota-se a distribuigdo do amido () nas células de reserva e

a presenca de inclusdes birrefringentes ( =). (A — 440x; B — 700x)
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Figura 14. Cotilédones de T. cacao sob luz polarizada mostrando a birrefringéncia
do amido e inclusées.

Fotos A e B —. Nota-se a distribuigdo do amido (=) nas células de reserva e
a presenga de inclusGes birrefringentes ( =). (A — 440x; B — 700x)
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Figura 15. Cotilédones de T. obovatum sob luz polarizada mostrando a

birrefringéncia do amido e inclusodes.

Fotos A e B —. Notam-se os graos de amido (-) nas células de reserva e a
presenca de inclusdes birrefringentes (=) nas células da epiderme.
(A — 440x; B — 700x)
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Figura 16. T. cacao, MEV (2700x).

Nota-se a célula de reserva do parénquima cotiledonar e a célula fendlica
(Fn) adjacente exibindo, neste caso, o conteido formado por globulos

grandes, possivelmente revestidos por membrana lipoprotéica.

Figura 17. T. cacao, MEV (2000x).

Os granulos de amido sao escassos (A) e estdo, neste exemplo, em células
onde predominam os lipideos. Logo abaixo se observa a grande célula [=],
possivelmente de polifenol, que nesta espécie € geralmente maior que as

células de reserva.

Figura 18. T. cacao, MEV (7000x).

Detalhe da rede protéica [2] com espacos regulares anteriormente
ocupados pelos globulos lipidicos, extraidos pela acetona apés a fixacao da

amostra.
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Figura 19. T. obovatum, MEV (2700x).

As células de reserva em T. obovatum também apresentam 0s espagos
vazios (4\) na matriz protéica, antes ocupados pelos gldbulos de lipideo. Os

gréos de amido (A) estdo imersos na mesma matriz..

Figura 20. T. obovatum, MEV (3300x).

A disposicdo das goticulas de lipideo (1), adjacentes a parede celular, é
tipica e ocasionalmente a matriz protéica (Mp) formara massas centrais. As

setas () indicam graos de amido.
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Figura 21. T. microcarpum, MEV (1200x).

Pode-se observar o formato poligonal das células ricas em amido.

Figura 22. T. microcarpum, MEV (3500x).

Nota-se que o amido esta armazenado sob a forma de granulos compostos

e sua proporcdo em relagdo a matriz protéica (4\) € evidentemente maior.
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Figura 23. T. microcarpum, MEV (1900x).

Ao centro nota-se a célula distinta das demais, possivelmente uma célula
fendlica (Fn) que em T. microcarpum é maior e freqlientemente observada

isolada em meio as células de reserva.

Figura 24. T. microcarpum, MEV (8000x).

Detalhe da matriz protéica (Mp) envolvendo os graos de amido (A); ao
MEV, a proteina se mostrou menos compactada em relagdo as duas outras

espécies estudadas.
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Figura 25. T. cacao em estagio de maturagdo incompleta, MET (3500x).

Ultraestrutura da célula do parénquima de reserva de T. cacao* em estagio
de maturacao incompleta, para efeito ilustrativo. Nota-se o padrdo de
deposigao das reservas de lipideo e proteina, nesse estagio a proteina (p)
aparece circundada pelos glébulos de lipideo (L) . Nota-se ainda a presenga
de pequenos grdos de amido (A). (*Foto cedida por Martini, M. H., dados

nao publicados)
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Figura 26. T. obovatum, MET (3500x).

Nota-se duas porgbes de células da epiderme (E), com caracteristicas de
celula jovem onde se distinguem organelas citoplasmaticas (=), alguns
cristais (\V), dois globulos de fenol (F) e pequenas vesiculas proximas a
parede. O segundo tipo presente corresponde as células do parénquima de
reserva nas quais € possivel observar glébulos de lipideo (L) e vactolos

protéicos (p) comprimidos entre eles.

Figura 27. T. obovatum, MET (4500x).

Nota-se o padréo dos glébulos lipidicos de T. obovatum, com a formac&o de
duas porgOes de eletrondensidade diferentes (L). A matriz protéica

apresenta densidade regular e porcdes alteradas.
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Figura 28. T. obovatum, MET (9600x).

Nota-se a presenca de glébulos de polifenol elétron densos (F), circundados
por estrutura possivelmente protéica. As setas apontam mitocondrias

imersas na matriz.

Figura 29. T. obovatum, MET (12400x)

Em maior aumento percebe-se a formacao de uma falsa membrana [2] ao
redor dos globulos lipidicos. [=] indica os locais de descontinuidade dessa

membrana, sugerindo que sejam apenas artefatos protéicos.
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Figura 30. T. obovatum. (26700x)

[=] indica a presencga de cristais imersos na matriz protéica.

Figura 31. T. microcarpum, MET (9000x).

As ceélulas do parénquima de reserva apresentam pequenos glébulos
lipidicos préximos a membrana (L) e duas por¢des elétron densas
possivelmente vacuolos protéicos (p) com inclusdo. (A — amido)
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5.6. Resultados da Analise de Imagem

A analise de imagem permitiu a comparacdo do tamanho das células e graos
de amido entre as trés espécies (Tabela 5). A area média foi calculada através da

seguinte equacao:

2" A
=t

Ma =

n

Onde:
ua = area média dos graos (ou células)
A = area de um grao (ou célula)

n = nimero de graos (ou células) observados

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e diferencas
significativas entre as médias foram determinadas através do teste de Tukey por
comparacao multipla ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Como ja era esperado pelas observagbes ao microscopio optico, T.
microcarpum tem células e graos de amido maiores que as outras duas espécies. Em
T. cacao foi observada uma variacao intraespecifica no tamanho dos graos de amido
das amostras de diferente origem geografica (Tabela 5).

A avaliacdo da proporgdo de células fendlicas no tecido cotiledonar revelou

resultados semelhantes aos obtidos na andlise colorimétrica de fendis totais. Os
valores encontrados estdao expressos na Tabela 5.
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Considerando a especificidade dos métodos citoquimicos, a analise de imagem
por software poderia ser avaliada como um método alternativo na determinacdo da
proporgao dos componentes de reserva em tecidos vegetais.

Tabela 5: Resultados da analise de imagem.

Area Média (;.Lmz) Proporgéo de
- células fendlicas
Célula de reserva Célula fendlica Grio de amido (%)
T. cacao 395,1497,1°  540,1 +182,9° 9,6 +2,9° 7,39 0,64
*37,1 +10,5°
T. obovatum 310,2489,2°  389,3 +94,2" 8,6 £3,7° 5,51 20,14

T. microcarpum 5432 +133,3°  786,7132,6°  79,9+199° 241049

* média T. cacao grupo 2.
Valores: média + desvio padrio.
Letras verticalmente iguais ndo apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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6. CONCLUSOES

T. cacao, T. obovatum e T. microcarpum guardam caracteristicas especificas
no que se refere @ morfologia de fruto e semente. Tamanho, forma e coloragao dos
frutos s&o diferentes entre as trés espécies assim como a anatomia dos cotilédones.

Nas trés espécies de Theobroma os gldbulos lipidicos estao mais préximos a
periferia das células, circundando o material protéico e os grdos de amido. Os
mesmos glébulos mostraram-se instaveis, coalescendo apés alguns minutos de
exposicao do material fresco ao microscépio 6ptico. Assim como descrito para T.
cacao (LePrince et al., 1998) parece ndo haver uma membrana composta por
proteinas estruturais (oleosinas) delimitando os glébulos lipidicos de T. obovatume T.
microcarpum o que explicaria sua rapida fusao.

Do ponto de vista morfolégico, pode-se observar alguma semelhanca entre as
células que compée o parénquima de reserva de T. cacao e T. obovatum. No entanto,
as duas espécies guardam diferengas quanto ao tamanho das células e proporgéo de
células fendlicas no tecido; porém os tamanhos dos graos de amido das sementes do
grupo G1 dessas duas espécies nao sao diferentes ao nivel de significancia de 5%.

6.1. Theobroma cacao L.

e Entre as sementes das espécies analisadas, T. cacao tem a maior expressao de
compostos fendlicos (8% em média);

e O principal componente de reserva é o lipideo (média de 49%), seguido das
proteinas (média de 27%);
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O material protéico pode ser encontrado em grandes vacuolos ora ocupando a

porcao central da célula ora comprimido entre os glébulos de lipideo;

Em T. cacao as inclusdes ndo protéicas estdo presentes no parénquima de

reserva e nas células epidérmicas.

6.2. Theobroma obovatum

Lipideo & o principal componente de reserva das sementes de T. obovatum (cerca
de 60%); o teor de proteina atinge aproximadamente 25% na semente seca;

Em T. obovatum é comum a presencga de inclusdes nao protéicas, birrefringentes,
nas células que constituem a epiderme dos cotilédones; tais inclusdes nao foram
observadas com freqliéncia nas células do parénquima cotiledonar.

6.3. Theobroma microcarpum

T. microcarpum diferiu das outras 2 espécies na maior parte dos aspectos
analisados neste estudo, os resultados corroboram com a hipétese de evolugao
paralela em outra diregdo, que pode ter favorecido a sintese do amido como
principal componente de reserva das sementes;

O lipideo tem baixa expressao nas sementes de T. microcarpum (6,54%);

InclusGes de natureza nao protéica, birrefringentes sob luz polarizada, séo
freqUentes nos vacuolos protéicos das células do parénquima de reserva,

A espécie apresentou células e graos de amido maiores em relagao as outras
duas.
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Anexos

ANEXO 1

Br B Do Eve done Deoid Seabe e 3o
[Ty

1. Exibic&o de tela: imagem
do tecido cotiledonar de T.
microcarpum (PAS) em
analisador de Imagens
Scion Image.

2. Exibicdo de tela:

density slice, marcando 0s
grdos de amido, por
correpondéncia de cinza.

3. Exibicao de tela:
imagem binaria gerada
e delimitacdo manual
das paredes celulares.

4. Exibicdo de tela:
analise de particulas
em analisador de
imagens Global Lab
Image.
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ANEXO 2

i S e i 1. Exibigdo de tela:
oAb

AE——— Anadlise de particulas no

TR L L]

Global Lab Image, para
determinacédo da area das
células cotiledonares.

T T 2. Exibigao de tela:
gt Andlise de particulas no
Global Lab Image, para
determinacédo da area e
proporcdo de  células
fenolicas no tecido
cotiledonar.
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ERRATA

Errata tabela 3 (pagina 33)

Tabela 3: Dados da composigao quimica das sementes maduras.

Composig¢ao quimica das sementes maduras
base seca (%)

Proteina® Proteina® Lipideo Cinzas Umidade Carboidrato®

T. cacao G1 25,44 (241)* 14,20 47,25 3,01 1,34 34,20
T. cacao G2 28,68 14,50 51,22 3,20 2,16 28,92
T. obovatum 24,88 (27,1) 10,44 60,77 3,14 0,89 24,75
T. microcarpum 13,27 (14,4) 13,11 6,54 2,75 2,86 7473

? proteina total das amostras desengorduradas.

° proteina total na amostra integra.

© obtido por diferenga.

*entre parénteses: valores obtidos por Silva, 2000.

Errata: legenda da figura 13 (pagina 63)
Figura 13. Distribuicao tipica do amido em 7. microcarpum.

Fotos A e B — T. microcarpum sob luz polarizada. Pode-se notar a presenca
do amido em seu aspecto caracteristico de “cruz de malta”; nas células do
parénquima (células de reserva A e células fendlicas ¢ ) e em células da
camada epidérmica (E). (Foto A — 500x; Foto B — 1400x)



