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RESUMO

No presente trabalho, a perda de viabilidade de
sementes de Coffea arabica cv. Catuai Vermelho hidratadas e
apds estocagem em condicdes dessecantes foi estudada através
de emprego de varios métodos citogquimicos, microscopia
eletrdénica de varredura e microscopia eletrdnica de
transmissdo, bem como analises bioguimicas de algumas de
Suas reservas. Estas técnicas foram utilizadas a fim de se
verificar as alteracdes estruturais, ultraestruturais e
bioquimicas que ocorrem durante a perda de viabilidade das
sementes estocadas em condicdes dessecantes. As sementes de
café tornaram-se completamente invidveis apds 9 meses de
estocagem, quando apresentavam um conteqdo de umidade igual
a 8,95%.

A analise citoquimica relevou paredes celulares
metacromaticas nas células parenquimaticas do endosperma,
cotiledonares e do eixo embrionédrio, e esta metacromasia
diminuiu apenas nas células do endosperma. As 'paredes
celulares do endosperma de sementes vidveis sao
birrefrigentes, Com a perda de viabilidade verificou-se uma
diminuicéo desta birrefrigéncia, indicando que alteracdes
estruturais e bioguimicas estio relacionadas com o processo.

A andlise ao microscépio eletrdnico de varredura mostrou, no
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endosperma de sementes invidveis, separacdo de paredes
celulares adjacentes e ruptura parcial ou total das fibrilas
que as compSem; JA& as paredes celulares das células do
embridc de sementes inviaveis apresentaram-se retraldas. ©
microscOpio eletrdnico de transmissio revelou paredes
celulares das células parenquimaticas mais finas e
dissociacdo das microfibrilas que constituem a parede
secundaria. As paredes celulares das células cotiledonares
sdo retraidas e as do eixo embricnario apresentaram aspecto
vacuolizado. No entanto, a dosagem biogquimica n3c revelou
uma diminuicdo significativa dos polissacarideos das paredes
celulares,

Foi detectada nas células do endosperma de sementes
invidveis uma alteracdoc no estado de agregacado e no padrao
de distribuicdc do material protéico, com aparente reducéo
desta reserva. Ocorreu ainda, nas sementes invidveis como um
todeo, uma maior deposicdo de polifendis, principalmente no
espago perimembrancso. QOutra alteracac ultraestrutural
observada foi o aumento no numero de vactolos nas células do
endosperma e do embrido, decorrente da perda de viabilidade.
Nas ceélulas do embriso observou-se uma degeneraciao do
citoplasma, onde os gloébulos de 1lipidios tornaram-se
confluentes. A andlise bioquimica dos 4&acidos graxos do
enbrido revelou uma diminuicdc de Aacido 1linoléico e um

aumento de acido palmitico. As células do eixe embrionario
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de sementes inviaveis apresentaram membranas rompidas,
levando a perda da integridade dos compartimentos celulares
e total dissolucdo de sua estrutura citoplasméatica. Sementes
de C. arabica inviaveis apresentaram ntcleos com compactacdo
crescente da cromatina e alguns ntcleos picnéticos foram
cbservados tanto nas células do endosperma comc nas células
do embri&c. Nas células cotiledonares a cromatina esta

condensada e vacuolizada, e nc eixe o nucléolo nidc foi

observado,
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SUMMARY

In this study, the viability of seeds of Coffes arabica
cv. Catual Vermelho were analyzed in a fresh hydrated state
or after drying during storage. Various methods, including
cytochemistry, Scanning and transmission electron
microscopy, as well as biochemical analysis of some of the
seed’s reserves. These techniques were used to identify any
structural, ultrastructural and biochemical alterations
which might occur during viability loss for seeds stored in
drying conditions. These seeds became completely inviable
after nine months of storage, with a humidity content of
8,95%.

Cytochemical analysis revealed metachromatic cell walls
for the parenquimal cells of the endosperm, the cotyledons
and the embryonic axis, and the metachromasy diminished only
in the endosperm cell walls. The endosperm cell walls are
birrefringent and with the loss of wiability, the
birrefringence diminished, indicating biochenical and
structural alterations during this period. Scanning electron
microscopy showed the separation of adjacent cell walls and
the partial ot total rupture of fibrils which were retracted
in inviable seeds. The transmission electron microscope

revealed parenquimal cells with thinner walls and



dissociated fibrils in the secondary cell wall. The walls of
cotyledon cells are retracted while those of the emnbryo
appear to be vacuclized. However, biochemical dosage did not
reveal a significant reduction cf cell wall polysaccharides,

In endosperm cells of inviable seeds, na altersation of
the aggregation and distribution of protein was detected
with apparent loss of this reserve component. In general, a
higher phenolic content was found especially in the peri-
membrane space of inviable seed endosperm. Another
ultrastructural modification observed was the increase in
number of vacuoles in the endosperm and embryo, with loss of
viability. In embryonic cells there is a degeneration of the
Cytoplasm with confluence of the lipid globules. Biochemical
analysis of the embryc’s fatty acids revealed a loss of
linoleic acid and an increase of paimitic acid. The
embryonic axis cells of inviable seeds have ruptured
membranes which destroy the integrity of the cell
compartments and disorganize their Cytoplasmic structure.
Inviable C. arabica seeds presented nuclei with
progressively more compacted chromatin and a few pyvknotic
nuclei were observed in both endosperm and embryo cells. In
cotyledon cells, the chromatin is condensed and vacuolized,

while the nucleolus was not observed in the embryonic axis.



1. TNTRODUCAO

As primeiras referéncias botanicas sobre o café datam do
séculeo XVI., Inicialmente, o cafeé foi considerado fruto de
diferentes familias {Celastraceae, KRutaceae, Oleaceae) €, €m
1753, Linneu descreveu a unica espécie conhecida, dando~lhe ©
nome de Coffea arabica e classificando-a na familia Rubilaceae
{(Carvalho, 1946).

0 frute do café é& uma drupa, normalmente contendo duas
cementes. As sementes sao elipticas, plano-convexas, possuindo
um sulco longitudinal sobre a superficie plana. A casca da
semente €& representada por um pergaminho argénteo que
ontogeneticamente origina-se do integumento do ovulo. O
endosperma ¢ formade por células poliédricas gque apresentam
paredes celulares muito espessas. Este espessamento é devido a
presenca de uma hemicelulose que desempenha um importante papel
de reserva. O endosperma é classificado em endosperma duro, gue
fica na periferia do grdo e endosperma mole, gue apresenta
células alongadas e localliza-se proximo ao eixo hipocétilo~
radicular. O embri&c é pequeno e localiza-se na base da
semente, sendo representado pelo hipocodtile e dois cotilédones
cordiformes. Muito raramente encontram-se embrides com trés ou
quatro cotilédones (Dedeca, 1959).

Uma das caracteristicas morfolbgicas due distingue a

maioria dos graos de café da maioria dos outros ¢raos
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oleaginosos & a espessura das suas paredes celulares. Flas sao
macicas e de aspecto nodular caracteristico, o que indica a
presenca de material de reserva nesta estrutura {Dentan,
1985b) .

As células parenguimdticas do endosperma constituem a
parte essencial do grao de café. 3&o células de estocagem do
material de reserva do grao. No seu citoplasma séao encontrados
lipidios, proteinas, carboidratos e gquantidades significativas
de cafeina, acido clorogénicq e sais minerais (Dedeca, 1959;
clifford, 1985; Poisson, 1979; Dentan, 1985b).

As principais substancias de reserva de sementes sdo
carboidratos, proteinas e lipidios. A proporgac com que cada
composto de reserva & encontrado, pode variar de forma
intraespecifica ou mnmesmo interespecifica. Assim, podemos
classificar as sementes em dois grupos agquelas cujas principais
reservas sac carboldratos e proteinas e aguelas que armazenam
principalmente lipidios e proteinas (Mayer & Poljakoff-Mayber,
1989) .

0s carboidratos podem ser armazenados na forma de amido,
que é a principal reserva de sementes de algumas plantas
cultivadas, como Ltrigo, arroz, milho e feijao (Mayer &
Polijakoff-Mayber, 1989). Em outras espécies, comeC em sementes
de Coffea spp, os principais carboidratos de reserva nao sao
formados por amido. S30 constituidos principalmente por
manancs, galactomananos e xiloglicanos. Mananos sSao também

encontrados no endosperma de algumas espécies de Palmae,
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Unbeliferae e Leguminosae; O3 galactomananos $ao bastante
abundantes no género Lupinus, enguanto que ©S xiloglicanos sao
encontrados principalmente em cotilédones de sementes de
Caesalpinaceae (Meler & Reid, 1982).

Os carboidratos representam 50-60% das reservas do graoc
verde de café (Wolfrom et al., 1960), e, por hidrdlise, Sa0
obtidos oS monossacarideos glicose, manose, galactose,
arabinose e peguenas quantidades de ramnose e xilose (Welfrom
et al., 1961). Apenas pequenas guantidades de amido sdo
detectadas (Clifford, 1985} em vactolos localizados no centro
das células parengquimaticas, proximos  aos lipidios (Dentan,
1985b) .

Fm sementes de café, os principais polissacarideos de
reserva estidc incrustados & parede celular. A parede & formada
por microfibrilas de celulose embebidas em umha matriz
constituida por lignina, pectina e hemicelulose. Esses
polimeros estdo intimamente associades através de ligacdes
covalentes {clifford, 1985). A celulose ocorre na forma
fibrilar, desempenhando um papel estrutural gque fornece um
esqueleto para a parede celular (Bradbury & Halliday, 1887) .
Hemicelulose & o componente dominante da parede celular,
ocorrendc na parede primaria e secundaria dos graos verdes,
englobando um grande numero de heteroglicanos. Em graos verdes,

a hemicelulose dominante € um arabinogalactano, gque possul

residuocs de arabinofuranose unidos porT ligacgao Bi-3,
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apresentando cadeias laterais curtas de galactose (Wolfrom &
Patin, 1965; Bradbury & Halliday, 1990}.

gubstancias pécticas constituem cerca de 1 a 4% dos
componentes da parede primaria e lamela média, sendo formadas
por uma combinacdo guimica de galactancs, arabinanos e
galacturanos (Clifford, 1985).

0 principal polissacarideo de reserva € um galactomanano
cristalino gue ocorre incrustado nas nicrofibrilas de celulose,

podendo também desempenhar um papel estrutural em grdos verdes

de C. arabica. Este galactomanano possui mananos Bl-4 com 2% de

galactoses unidas por ligagdoc al-6, formando cadeias laterais

curtas (Clifford, 1985). O comprimento médio da cadeia deste
galactomanano & de aproximadamente 45 residuos, © que
corresponde 2 uma massa molecular de cerca de 7.300 {(Wolfrom et
al., 1961). Este polissacarideo esta localizado na parede
celular secundaria e €& mobilizado durante o processo de
germinacdo (Thaler, 1975; Clifford, 1985; Bradbury & Halliday,
1290) .

Fm sementes, as proteinas de reserva geralmente encontram-
se armazenadas em organelas celulares denominadas COIpoOS
protéices, dque sao delimitados por uma membrana simples
(Pernollet, 1982). Em sementes de café, as proteinas sao
encontradas tantc em corpos protéicos, Como difusas no
citoplasma (Dentan, 13983bj.

De acordo com Thaler (1975}, aproximadamente um terco das

proteinas do grac verde sio encontradas associadas com
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arabinogalactancs da parede celular, possuinde alto conteudo de
hidroxiprolina (Eskin, 1979}. Além das proteinas associadas as
paredes celulares também sac detectadas proteinas que
permanecem livres no citoplasma. Uma outra classe de proteinas
encontradas em graocs verdes de café sido aquelas contidas en
corpos protéicos, por exemplo, Iimportantes enzimas comoc a
polifenoloxidase (Clifford, 1985).

Os lipidios estdo normalmente presentes nas sementes na
forma de triacilglicerideos ou lipidios neutros. Sa&o tambén
encontrados nas sementes fosfolipidios, gliceridios e
esterdides gue podem ter funcdo estrutural ou metdbolica nas
membranas celulares ({(Mayer & Poljakoff, 1989; Rewley & Black,
1978; Slabas et al., 1988).

0Os corpos lipidicos sdo a forma de armazenamento dos
lipidios citoplasméticos. Nestes, 0 principal lipidio presente
é& o triacilglicerol, embora sejam detectadas peguenas
quantidades de diacilglicerdis e 4cidos graxos livres (Huand,
1992) .

O tamanho dos corpos Llipidicos nao muda durante ©
desenvolvimento da semente, sendo ¢ acumulo de triacilglicerdis
acompanhado por um aumento no numero de corpos lipidicos. Essas
organelas s&o geralmente delimitadas por uma membrana simples,
que também contém fosfolipidios e proteinas denominadas
oleosinas (Ohlrogge & Browse, 1995} .

0Os lipidios representam cerca de 14% das reservas da

semente de Coffea arabica {(Wurziger et al., 1977)y. Eles
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distribuem~-se de forma homogénea ao longo do grao {endosperna,
embridc e cotilédones), apresentando uma distribuicdo tipica de
sementes oleaginosas. Organizam—se na forma de pequencs
gidpbulos, localizados proximos a membrana plasmatica, formando
uma camada de espessura variavel. Esta camada lipidica esta
envolvida por uma matriz protéica (Dentan, 1585b) .

y: cafeina (1,3,7—trimetiixantina} e Ut componente
importante da semente de café. Nas variedades de C. arabica, ©
teor & de aproximadamente 1,2% {(Mazzafera, 1990). E encontrada
livre no citoplasma ou ligada & parede celular {Zuluaga-Vasco &
mabacchi, 1975; Pfrunder ot al., 1980). A cafeina pode ainda
estar associada ao 4cido clorogénico {(Horman & Viani, 1971).
Este dado seria entao consistente com @& localizagao
citoplasmética sugerida por Dentan {1985b) para este complexo.
A cafeina estaria conjugada ao acido clorogénico formando
depbdsitos entre a membrana plasmatica e a parede celular.

Toda semente apresenta um contetdo de umidade gue varia em
funcado da espécie e do tipo de reserva presente {Harrington,
1972). No entanto, esse conteudo sofre oscilacdes de acordo com
as variacbes de umidade relativa do ar 0o armazém (Lopes,
1990). Periodos prolongados de estocagem, em condicoes néo
ideais de temperatura e umidade, provocam, além da perda da
capacidade germinativa e vigor, danos gque podenm conduzir &
morte celular. |

Os primeiros sintcomas do envelhecimento das sementes Sao:

atrasc na germinacao, reducdo na taxa de germinacao,
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incapacidade de germinar nos extremos de seu limite ambiental,
maior susceptibilidade ao ataque por microrganismes mnesses
extremos, crescimento diminuido, mudanga na oI, aumento no
ntmerc de plantulas anormais e baixa sobrevivéncia no campo,
determinando baixa produtividade (Ching & Schoolcraft, 1968;
Delouche, 1968; Harrington, 1972; Grange, 1980).

Inumeras teorias tém procurado explicar © envelhecimento
das sementes. Fatcres externocs, tais como atague por fungos e
irradiacac, além de fatores internos, tais como perda de
vitaminas e/ou hormdnios, actmulo de componentes toxicos,
degradacac de dcidos nucléicos, proteinas e membranas
(Villiers, 1983; Cheah & Osborne, 1578; parrish & Leopold,
1978; Priestley, 1986; Rao et al., 1988; Begnami, 1991) e
peroxidacao de lipidios (Simon, 1974; Hartman & Mattick, 1976;
Priestley & Leopold, 1979; ‘Priestley et al., 1980; Stewart &
Rewley, 1980; Powell & Matthews, 1981; Wilson & McDonald, 1986;
puntarulo & Boveris, 1990} parecem estar envolvidos no
fendmendc.

Lssociada a estes processos, Jja foi relatada progressiva
perda da integridade da membrana plasmética, o gue &
demonstrada pela perda de eletrélitos do citoplasma para o meio
externo, quando as sementes sioc colocadas em agua {(Abdul-Bakl &
anderson, 1970; Pandey, 1989a; 1989b; Lopes,1990). InUmeros
autores tém propostoc gue a perda da integridade das membranas
seja decorrente da peroxidacgac de Seus &cidos graxos

insaturados e formacdo de radicais livres (Parrish & Leopold,
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1978; Priestley & Leopold, 1979; Priestley et al., 1880;

Osborne, 1983; Gidrol et al., 1988; Lopes, 1920).

Também foram detectadas em sementes envelhecidas, perda da
integridade de RNAm pré-existente no embriac, responséavel pela
sintese protéica nas primeiras horas de embebicdc (Blowers et
al., 1980; Osborne, 1983; Gidrol et al., 1988; Petruzzelll &
Taranto, 1989) e alteracdes na atividade de certas enzimas
{(pPuntarulo & Boveris, 1920). GSemen.es inviaveis de centeio
apresentaram diminuicdo da sintese protéica e deficiéncia na
sintese de moléculas de RNA de baixa massa molecular (4-58},
sugerindo a ocorréncia de lesbes bioquimicas em componentes do
sistema de sintese protéica e de RNA (Osborne, 1983) .

Sementes com baixa viabilidade apresentanm fragmentacdo do
DNA nuclear e ativacdo de DNAses. A perda de integridade do DNA
pode ser responsavel por aberracées cromossémicas e diminuicac
do processo de transcricdo (Cheah & Osborne, 1978). Alteracdes
do nucleo e nucléolo, com compactacdo crescente da crcomatina e
desagregacdo do nucléolo foram detectadas em sementes inviaveis
(Villiers, 1983; Lopes, 1990; Begnami, 1991; Begnami &
Cortelazzo, 1996) e em cotilédones em processo de abscisao
(Cortelazzo, 1988).

Um outro eventc que ocorre em sementes envelhecidas € a
diminuicdo da atividade respiratéria, limitando 0Os processos de
sintese (Parrish & Leopold, 1978; Leopold & Musgrave, 1880;
Woodstock et al., 1984; Amable & Obendorf, 1986; Fergunson et

al., 1990). Este fendmeno pode estar relacionado com a menor
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organizacdo das membranas. Assocladas a esta alteracdo estao a
perda de atividade de desidrogenases mitocondrials (Pandey,
1989a) e reduzidas taxas de sintese de ATP, com diminuigao dos
passos metabblicos da sintese protéica dependentes de ATP e GTP
(Roberts & Osborne, 1973) .

Também foi observada a degradagdo e fusdo dos COIpos
protéicos em sementes de Phaseolus vulgaris e Senna reticulata
submetidas ao envelhecimento, acelerado (Begnami, 1991; Begnami
& Cortellazzo, 1996}

Estudos ultraestruturails de diferentes tecidos vegetals
submetidos a estresse hidrico e senescéncia revelaram uma
deterioracdc geral na organizagao celular, através de uma
retracac dos cloroplastos e tilacoides {Viera da Silva et al.,
1974; Giles et al., 1976), retragao mitocondrial e actmulo de
material elétron denso nc seu interior e finalmente perda da
estrutura mitocondrial (Fellows & Boyer, 1978; Platt-Alcia &
Thomson, 1985; Chabot & Leopold, 1985, Rossetto, 1997). A
alteracao ultraestrutural due pareceu culminar com a morte
celular fol a vesiculagdo e perda da integridade do tonoplasto
e/ou membrana plasmética {Clamporova, 1676; Thomson & Platt-
Aloia, 1982; Fellows & Boyer, 1978, Rossetto, 19297).

Com respeito a viabilidade, as sementes podem ser
classificadas como Asementes ortodoxas ou recalcitrantes.
gementes ortodoxas sdo agquelas que podem secar naturalmente na
planta mde atingindo um contetdo de umidade relativamente baixo

(20% ou menos). Sementes com esta umidade podem ser colhidas e
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secas até conteudos de umidade que variam de 5 a 1% sem sofrer
danos, podendo ser armazenadas neste estado sem perda da sua
capacidade germinativa e vigor por leongos periodos de tempo. A
longevidade dessas sementes depende principalmente da

temperatura e conteudo de umidade durante a estocagem (Roberts,

1973} .

A temperatura € umidade sao considerados como  0S
principais fatores determinantes da perda total ou parcial da
viabilidade (Eillis et al., 1987). Segundo Harrington (1872), em
sementes ortodoxas, para um aumento de 1% na umidade, a semente
tem sua vida reduzida a metade, isto dentro de uma faixa de 5 a

14

oe

de umidade. Do mesmo meodo, um acréscimo de 5°C na
temperatura reduz pela metade a viabilidade da semente, sendo

esta regra valida na faixa de 0 a 50°C.

sementes recalcitrantes nao secam Da planta de origem, e
apresentam um valor critico relativamente alte para o© seu
contendo de umidade, morrendo abaixo desse valor. kssas
sementes apresentam longevidade curta mesmo quando armazenadas
sob condicdes de alta umidade relativa (Roberts, 1973}.
sementes recalcitrantes s&c produzidas por algumas espécles
aquaticas, muitas espécies gue possuem sementes grandes e
provavelmente multas arvores frutiferas tropicais {(Roberts &
King, 1980). Além disso, muitas sementes recalcitrantes
economicamente importantes sdo de espécies tropicais perenes,

como por exemplo, café, cacau, borracha e algumas palmeiras

(Roberts & King, 18807 .
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sementes ortodoxas € recalcitrantes Com conteudo de
unidade elevado S&o susceptiveis a injuria de congelamento em
remperaturas abaixe de 0°C. Sementes ortodoxas com 20% de
umidade ou mais sofrem este tipo de injuria, mas, CONC estas
sementes podem ser secas até contetdos de umidade baixos, elas
podem ser congeladas, nesta condicdo, em uma temperatura de até
menos 196°C, sem sofrer injuria (Stanwood & Bass, 1978) .

Como sementes recalcitrantes ndo podem Ser Secas sem gue
se tornem inviaveis, elas nac podem ser congeladas sem Jue
sofram injuria de congelamento. Além deste fato, algumas
espécies tropicais, comec manga @€ cacau,; Sao susceptiveis a
injarias de resfriamento gquando em temperaturas entre 10 a 15°C
(Roperts & King, 1989) .

King & Roberts (1979) classificaram sementes de café como
recalcitrantes, mas Roberts et al. (1984) sugeriram dque elas
nao apresentariam um comportamento totalmente recalcitrante
sendo portanto ortodoxas. Esta duvida surgiu a partir de
estudos com sementes ortodoxas de Lactuca sativa L. {alface}
+totalmente hidratadas, due apresentaram uma grande longevidade
(villiers & Edgcumbe, 1875} . Contetidos de umidade
intermediarios levam a uma diminuicao da lsngévidade destias
sementes (Ibrahim et al., 1983). Comparacdes destes resultados
com agueles obtidos por Vossen (1979) para sementes de café
estocadas com 10 até 40% de umidade, em gue sementes Com

conteldos de umidade intermediérios deterioraram mais
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rapidamente, indicavam uma similaridade de resposta entre e€ssas
duas plantas cultivades.

sementes de café estocadas em varias condicdes de umidade
apresentaran respostas semelhantes agquelas encontradas para
sementes ortodoxas. A longevidade de sementes de café estocadas
com 10 e 20% de umidade foi inversamente proporcional ao
contendo de umidade (Bacchi, 1958). Bendana (1962} ndc observou
perda de viabilidade guando sementes foram estocadas com 5% de
umidade, a0 Ppassc dJue Bacchi (1955, 1956) e Huxley {1264)
observaram perda de viabilidade em sementes COm mENOS de 8% de
umidade. Sementes de Coffea arabica com aproximadamente 10% de
umidade ndc perderam Sua viabilidade guando estocadas, em

condicdes herméticas, durante 12 meses, & 15°C, mas sementes

estocadas em temperatura de congelamento e coOm contetdos de
umidade menores gque 10%, mostraram réapida perda de viabilidade.
rstes resultados ndo s&o esperados para sementes ortodoxas, que
se mantém viaveis com contendos de umidade de 2-8% e em
temperatura de congelamento (Ellis et al., 1890;.

A viabilidade de sementes de Coffea arabica também diminul
rapidamente apds 2 (robusta) e 6 {(arabica) meses de estocagem a
temperatura ambiente. Estas sementes tém seu pericdo de
estocagem aumentado para 1 ano cuando Sao estocadas com 40-45%
de umidade relativa {pergaminho  umido). vossen (1879}
demonstrou que semenities COm pergaminho umido (40-41% de umidade
relativa) e alta viabilidade {(80% de germinacao) podiam ser

estocadas por 30 meses em Sacos de polietileno, a temperatura
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variando entre 15 a 19°C. Temperaturas menores gue 10°C e

conteudos de umidade de 13-15% resultaram em rapida perda de
viabilidade.

Estes resultados conflitantes dificultam a classificacaoc
das sementes de café como recalcitrantes ou ortodoxas. Elas nao
satisfazem completamente as definicdes de sementes
recalcitrantes, porgque sobrevivem mais & dessecagac; nenm de
ortodoxas, porgue a redugac no conteudo de umidade e
temperatura aumentam a taxa de deterioracac das sementes

Um aspecto gque deve ser levado em consideracao & a
impossibilidade de se conseguir estocar sementes de café por
longos periocdos de tempo, dificultando a manutencédo de estogques
para um eventual atendimento emergencial. Com isso, a pratica
mais adotada pelos viveiristas & a de realizar semeaduras 1ogo
apo6s a colheita (Silva & Dias, 1985).

Assim, uma gquestdc de grande interesse €& a maneira Como
fatores amblentais, tal como a dessecacao, afetam a funcao

celular das sementes de cafeé, culminade com a perda da sua

viabilidade e vigor.
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2. OBJETIVCS

Os objetivos deste trabalho foram:

- Caracterizar citogquimicamente as reservas das células
do endosperma e do embridc de sementes viaveis e inviavels de
caté.

- Detectar as alteracdes celulares em nivel citoguimico,
ultraestrutural e Dbiogquimico gque ocorrem Nas células do
endosperma, cotilédones e eixo embrionario de sementes de

Coffea arabica cv. Catual Vermelho durante o processo de

dessecacCao.
- Comparar as alteracdes estruturais, ultraestruturais e
bioguimicas encontradas com as existentes na literatura, na

tentativa de auxiliar na classificacao das sementes de café

como recalcitrantes ou ortodoxas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes guiescentes de Coffea arabica L.
cv. Catuai Vermelho H-2077-2-5-81 provenientes do Instituto
Agrondémico de Campinas - IAC, das safras de 1994/95. As cerejas
foram depolpadas, as sementes fermentadas por 24 horas, lavadas
duas vezes em agua, colocadas em peneira e revolvidas véarias
vezes e durante varios dias até secagem superficial. As
sementes foram estocadas em Sacos de polietileno guando

atingiram 40 - 45% de umidade relativa (pergaminho tmido).

3.2. Condigdes de estocagem

Sementes quiescentes de (. arabica foram estocadas com 40
- 45% de umidade relativa durante nove mesSES em sacos de
polietileno, a temperatura ambiente e No esCcuro.

com O, 5, 8 e 9 meses de estocagem amostras de sementes
foram retiradas e utilizadas para determinacdo do conteudc de

dgua e porcentagem de germinacao.

3.3. Determinacioc do conteido de dgua das sementes:
Determinou-se a massa fresca individual de 50 sementes em
balanca analitica. Cada semente foi colocada em um frasco

numerado e os frascos foram entado colocados em estufa a 80°C
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por 48 horas. Apds este periodo as sementes foram novamente

pesadas; determinando-se assim sSua massa seca.

0 teor de &gua das sementes fol calculado com base na sua

massa fresca e seca, através da seguinte férmulia:

massa fresca - massa seca x 100

massa fresca

3.4. Testes de germinagdo:

sementes foram secas & temperatura ambiente até alcangar
um conteudo de umidade préximc a 10%. Com © objetivo de avaliar
a viabilidade, sementes com 45,30, 12,84, 10,06 e g,95% de
umidade foram entdo submetidas a restes de germinacaoc 2 BO%L
em camaras de crescimento “Forma Scientific”, modelo 24, no
escuro, em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido
com &gua. Foram utilizadas quatro replicatas de 25 sementes, e
consideradas germinadas aguelas dJue apresentavam protrusao de
radicula. Os testes de germinacdo foram sempre finalizados

apenas apds 7/ dias sem ocorrer nenhuma germinacaoc.

3.5. Analise citoguimica:

Para todas as coloracdes foram utilizados cortes de 0,Zpm
de espessura e 0s cortes de sementes viaveis e inviaveis foram

processados Jjuntos para evitar possivels diferencas temporals

ou de concentracdo das solucdes empregadas.
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4.5.1. Fixagho e processamento:

n diferenca de dureza dos tecidos que comp@em a semente de
café, ou seja: endospema, eixo e cotilédones, impossibilita o
corte sem danificar os tecidos mais delicados. O endosperma fol
isolado e fixado em peda¢os menores a 2mm’, devido a presenca
das sua paredes celulgres excepcionalmente espessas dJue
dificula fixacdo. Frente a esta opcao de preparo do material,
os tecidos isolados ni&o apresentaram diferentes estruturas dgue
poderiam se peneficiar do corte em série

Eixos embrionarics, cotilédones e seccdes de endosperma
(com aproximadamente 0,5 cm3) com 45,30 e 8,95% de umidade;,
foram fixados com solucdc de paraformaldeido 4% em tampdo
fosfato de potassio 0,1M, pH 7,0 durante 96 horas a 5°C
(Dentan, 1985a). Apds a fixacgdo, oS materiais foram lavados enm
agua durante 1 hora e pré-infiltrados em uma mistura 1:1 (v/v)
de etancol absoluto-GMA (2-hidroxietil metacrilate) por 2 horas.
A seguir, foram transferidos para uma solucdo infiltradora (GMA
contendo catalizador XCL), sem acelerador, durante 12 horas, e
entdo inciuidos em capsulas, na mesma solucado infiltradora
contendo acelerador. A polimerizacao da resina (Tecnovit 7100)
ocorreu a temperatura ambiente durante aproximadamente Z horas.

Cortes semi-finos, com aproximadamente 0,2um, foram
obtidos em ultramicrotémo LKB. A seguir, os cortes foram secos

em estufa a 40°C por 24 horas.
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- 3.5.2. Hematoxilina-floxina (HF) para vizualizacic geral

Os cortes foram corados com Hematoxilina para Gill durante
1% min. A seguir, foram rapidamente lavados em agua destilada e
contracorados com floxina por 4 min. ©Os cortes foram entao

lavados com agua, Se€cos ao ar e montados em Entelan.

3.5.3., Azul de toluidina a PpPH 4,0 ({AT) para a detecgao de

radicais aniénicos e metacromasia.

Os cortes foram corados COR azul de Toluidina 0,025% em
tampado McIlvaine a pH 4,0, durante 15 min., a temperatura
ambiente, seguindo-se 3 banhos rapidos em dgua destilada,

secagem ao ar e montagem em Entelan (Vidal, 1977).

3. 5.4, Xylidine Ponceau a pH 2,5 para a detecgio de radicais
catidnicos

0Ds cortes semi~finos foram corados por 15 min. a
temperatura ambiente, com solucdo aguosa de Xylidine Ponceau
0,1%, em acido acético a 3%, pH 2,5, sequindo-se lavagem em
4cido acético a 2% durante 30 min, agua destilada por O min e

secagem aoc ar. As laminas foram entdo montadas em Entelan

(Cortelazzo & vidal, 1921}.
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3.5.5. Método de PAS para detecgio de pclissacarideos e

glicoproteinas

0s cortes foram previamante tratados com glicina 0,15mM em
tampdc fosfato C,03M a pH 7,0 por 2 horas, a fim de bloguear o©s
grupamentos aldeidicos do fixador.

A seguir, os cortes foram oxidados durante 10 min em &cido
peridédico a 0,5%, lavados em é&gua, Secos ac ar ¢ colocados em

reativo de Schiff (Lillie, 1954}, por 8 min, no escuro. A

seguir foram submetidos a 3 panhos consecutivoes de 3 min cada
em agua sulfurosa (1 parte de HCL 1N, 1 parte de metabissulfito
de sodio a 10% e 18 partes de agua destilada), lavados em agua
e secos ao ar. A segulr as laminas foram montadas em Entelan
{Cortelazzo, 199Z2).

como controle do método, as laminas contendo os materiais
analisados foram imersas em Reative de Schiff, sem terem sidc

oxidadas pelc acido periddico, procedendc-se as demais etapas

do método, como descrito acima.

3.5.6. Microscopia de Polarizagao

para a deteccido da birrefringéncia das paredes celulares,
cortes do endosperma de sementes viavelis e inviéaveis foram

analisados em microscopio de polarizacdo POL ZEISS, com

analisador e polarizador cruzados.
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3.6. Analise ultraestrutural:

3.6.1. Microscopia Eletrdnica de Transmissio (MET):

Sementes com 45,30 e 8,95% de umidade foram fixadas com

uma solucdc de glutaraldeido a 6,5% em tampao cacodilato 0,15M,
pH 6,8 a 4°c gurante 16 horas. Apds serem lavadas varias vezes
no mesmo tampdo, foram pé&s—-£fixadas com retréoxido de dsmio a 2%
em tampio cacodilato 0,15M, pH 6,8, por 4 horas, a 2°c. 0s

tecidos foram entao lavados varias vezes em agua destilada,

corados por uma noite em acetato de uranila 0,5% e desidratados

em uma sequéncia de solugdes com concentracdes crescentes de

etancl. Apds desidratagao, 0S8 materiais foram 1mersos em

solucdo de acetona P.A./etanol 100°GL por 5 min, e entéo

colocados em acetona FP.A. durante 5 min, por 3 vezes. A

embebicio em resina epoxi Spurr (Spurr, 1969) foi feita em
solucdo 1:1 da resina em acetona, durante 20 Thoras, en
recipiente aberto e 4 temperatura ambiente. A seguir, foram
incluid

05 em resina Spurr e a polimerizagdoc ocorreu em estufa a

60°C, por 72 horas (Dentan, 1985a).

Cortes semi-finos e ultrafinos, foram obtidocs em
ultramicrotémo LKB, <om navalhas de vidro. Os cortes unltrafinos

foram contrastados com solugd&o aquesa de acetato de uranila a
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2%, durante 30 min e solucdo alcalina (NaOH 1N} de citrato de
chumbo, & 0,2% durante 5 nin (Venable & Coggeshall, 1963) e

cbservados em microscépio eletrdnico de transmissdo seiss EM

800,

3.6.2. Miscroscopia Eletrdnica de Varredura {(SEM):

Eixos embrionarios, cotilédones e secgdes de endosperma
(com aproximadamente 0,5cm3) com 45,30 e §,95% de umidade,
foram Tfixados com glutaraldeido 6,5% em tampdo cacodilato
0,15M, pH 6,8 a 4°C durante 16 horas. A seguir foram pos-
fixados em tetroxido de Osmio 2% em tampao cacodilato, por 4
horas a 4°C e desidratados em ume sequéncia de solucdes com
concentracdes crescentes de etanol (Dentan, 1985a).

0s materais fixados e desidratados foram secados em
aparelho de ponto critico Balzers CPD-030, onde © etancl 100%
foi substituide por CO, liguido, posteriormente vaporizado. A
sequir foram cobertes com Ouro no “sputter Coater” Balzers e

observados em Microscépio Eletrdnico de Varredura JEOL JSM-

T300.

3.7. Analises Bioguimicas:

2,.7.1. Carboidratos: Polissacarideos

Endospermas, embrides e pergaminhos de sementes com 45,30

e 8,95% de umidade foram liofilizados separadamente durante 48h
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a -50°C e 100 mTorr de pressio. Apés 1iofilizacido, os materlais
foram moidos em moinho de bolas (aco inoxidavel) separadanente.
cerca de 10mg de endospermas, embrides e pergaminhos foram

colocados em tubos de ensaio com 0,18ml de acido sutfurico a

72

a0

e deixados durante 16h. Apds esse Lempo foram adicionadas
4ml de agua destilada contendo 0,6 mg de inositol ou alcse. Os
+ubos foram selados e mantidos a 100°C durante 6 h. Apds esse
tempo, as solucdes foram neutralizadas com carbonato de bario e
filtradas sob vacuo.

Amostras contendo os acucares Ja monomerizados e o padrac
{inositol ou alose) foram reduzidas com boroidreto de sodio
{(NaBH;) emn uma concentracao aproximada de img/mg de acgucar e
até pH bésico, durante um minimo de 3h e maximo de 16h. A
segulr procedeu—-se a neutralizacdo do pH pela adicdo de Z-3
gotas de dcido acético a 50%, seguida de evaporacao em
evaporador rotatéric a 30°C em trompa de vacuo. Os materiais
secos dessa forma foram entao lavados com HC1l 1% em metanol por
3 vezes, Sseguindo adigéo de Piridina {Iml/10mg acucar) e
anidrido acético (Iml/100mg actcar), durante 1-2h a 100°C sob
refluxo para processamento da acetilacdo. Apds 3 lavagens en
dgua destilada, seguidas de evaporacao, foi adiciconado etanol
95% e, em seguida 0,3 a 1ml de cloroférmic para injegao de

0,1ml de amostra em cromatografo a gas (Joseleau et al., 1992).
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3.7.2. Lipidios

pDiferenciacio qualitativa e guantitativa de adcidos graxoes

Os 1lipidios foram extraldos a partir de embrides de
sementes de café com 45,30 e 8,95% de umidade relativa pelo
método de Folch et al. {1957). O extrato foi lavado, seco enm
N, e dissolvido em hexano/2-propanol/agua 40:54:6.

Parte da fracdo lipidica 1livre de hexano fol dissclvida em
tolueno e trans-esterificada por refluxo em acido sulfurico 1%
metandlico. Os ésteres metilicos resultantes foram
identificados e gquantificados por cromatografia gasosa atrave
de um cromatégrato Pile-Unicam PU-4600, eguipado com coluna
megabore de polidimetilsiloxano, operando com detector de
ionizacdo de chama a 2809C, injetor a 180°C, com programacao de
temperatura da coluna de 180°C a 220°C, a 2°C/minuto e 5 minutos
a 220°C, utilizando hidrogénio com gas de arraste, a
1ml/minuto. ©Os ésteres metilicos foram identificados por
comparacdc de seus tempos de retencdc com os obtidos de padrdes
auténticos, e suas porcentagens relativas na amostra foram

obtidas por integracao eletrdénica.

Identificacio dos acidos graxos
2 identificacac de ésteres metilicos de Acidos graxos
oriundos de o-oxidacao, obtidos como descrito antericormente,

foram submetidos a cromatografia gasosa seguida de
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espectrometria de massa. A  amostra fol analisada e
cromatografo acopladoe a espectrdometro de massa Shimadzu P~
5000, operando com coluna capilar de polidimetilsiloxano, com
injetor a 1807C, programacidoc de coluna de 180°C a 220°C a
2°c/minuto e 5 minutos a 220°C, utilizando Héllio como gas de
arraste, a 1ml/minuto. A temperatura da interface com ¢
espectrometro de massa foi mantida a 230°C, assim come da
camara de ionizacdo, dJue Operou a 70eV. Os espectros de massa
obtidos foram comparados —Ccom padrdes auténticos ou 0OS

constantes na espectrotecas NIST e WILEY.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinagac das massas e umidades relativas das sementes

Senentes quiescentes apresentaram um contetdo de umidade
de 45,30% = 2,35 (Tabela 1). Apds 5 meses de estocagem e Sacos
de polietileno a temperatura ambiente, © conteudo de umidade
das sementes era de 12,84% £+ 1,77. Com 8 e 9 meses de
estocagemn, nas mesmas condicoes, este contendo caiu

respectivamente para 10,06% £ 1,59 e 8,85% % 0.92.

4.2. Germinagao

gementes guiescentes, com 45,30% de umidade, apresentaram
992 de germinacdo. ApOs 5 meses de estocagem nas condicgdes
descritas no item 3.1., as sementes apresentaram 98% de
germinacdo. Com 8 meses de estocagem, sementes com 16,06% de
umidade apresentaram apensas 15% de germinacao.

As sementes tornaram-se completamente inviaveis é&pos 9

meses de estocagem nas mesmas condicdes, apresentando uma taxa

de germinacdo igual a 0% (Tabela 1j}.

SR T
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Tabela 1: Porcentagens de germinacaoc e umidades relativas de

sementes de Coffea arabica durante 9 meses de estocagen

Tempo de estocagem Umidade relativa(%$)* Germinacgio
{meses) {%)**
0 45,30 + 2,35 99,0 £ 0,75
5 12,84 £ 1,77 98,0 * 0,50
8 10,06 + 1,59 15,0 + 14,75
8 8,95 + 0,92 0

Obs:*0s valores representam as médias das massade 50 sementes =
erro padrao.

x* (s valores representam as médias de 4 repeticdes de 25

sementes cada * erro padrao
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4.3. Analises estrutural e ultraestrutural

4.3.1. Células parenquimdticas de estocagem:

Representam o endosperma da semente de café, responsavel
pelo armazenamento do material de reserva do graoc. O citoplasma
destas células contém lipidics, proteinas, carboidratos e
guantidades significativas de cafeina, &cide clorogénico e sals
minerais. Apresentam paredes celulares espessadas dctadas de
nodosidades caracteristicas.

Os resultados das analises microscopicas do endosperma,

s3o encontrados nas figuras 1 a 12 e serao apresentados segundo

as suas estruturas e compostos presentes.

Paredes Celulares

A coloracdo pela Hematoxilina mostrou gque as paredes
celulares do endosperma de sementes gquiescentes & de semenies
inviaveis s&o bastante espessas, com lamela média evidente, nao
apresentandc espacos intercelulares (Figs. la e 1Db}.

A coloracac pelo AT a pH 4,0 revelou a metacromasia das
paredes celulares, mails acentuada gue na regifo da lamela média
nas sementes viaveis {(Fig. 2a). Com a perda de viabilidade
observou-se uma acentuade diminuicdoc na metacromasia das
paredes e aumento da coloracao arroxeada na lamela média (Fig.
2b} .

A fraca colcracio das paredes celulares de sementes

viavels e inviaveis, coradas pelo XP revela a peguena
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guantidade de proteinas existente nesta estrutura (Figs. 3a e
3by .

o método do PAS evidenciou os aclcares neutros das
paredes celulares, bastante espessas no material guiescente
(Fig. 4a). Com a perda de viabilidade observou—-se uma alteracao
na intensidade de coloracao, isto & , vermelho no caso das
sementes viavels e magenta nas inviaveis, © Que sugere uma
lateracdo no seu contetdo de polissacarideos (Fig. 4b}.

As paredes celulares de todas as sementes apresentam
nodosidades gque foram evidenciadas em todos 0S8 métodos de
coloracao(Figs 1-4).

2 microscopia de polarizagao reforcou estas observacoes
mostrando nas paredes celulares nodosidades mais
pirrefringentes (Fig. 5a). Com a perda de viabilidade das
sementes observou-se uma diminuicdo dessa pirrefringéncia, como
mnostrado na figura 5b.

A analise ao microscopio eletrénico de varredura das
paredes celulares das células parenguimadticas de sementes
quiescentes (Fig. 6 revelou gque elas sac espessas &
distendidas {Figs. e} e 6c), apresentando espessamento
secundario que origina as nodosidades (Fig. 6a e 6dj.

Sementes inviadvels analisadas ao microscopio eletrdnico de
varredura apresentaram alteracbes CoOmo separacdo entre paredes
adjacentes (Fig. 6d) e ruptura parciali ou total das fibrilas

gque as compdem (Figs. 6e e 6f}). Estas alteracdes nao foram
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ohservadas nos cortes de sementes viadveis submetidas ao mesmo
preparo do material.

A analise ao microscopio eletrdnico de transmissédo de
células parenguimaticas de sementes viégveis confirmou &s
chservaches feitas =ao microscépio de luz, mnmostrando paredes

celulares espessas, homogéneas e uka lamela média evidente e
sem espacos intercelulares (Fig. 7a), onde cada parede mede 3um
entre as nodosidades. Sementes inviavels apresentaram paredes
celulares menos espessas e parede secundaria com aspecto

fibrilar (Fig. 7b), onde cada parede mede Zum entre as

nodosidades.

Reserva de Polissacarideos neutros e glicoproteinas

Cortes submetidos & coloracédoc pelo reativo de Schiff apés
prévia oxidagao pelo acido periddico apresentaranm coloracao
vermelha intensa nas paredes celulares. Foi ainda observada a
presenca de um conteudo citoplasmatico PAS-positivo assim como
a presenca de globulos de diferentes tamanhos PAS-negativos
(Fig. 4a). Com a perda de viabilidade observou-se uma alteracao
na coloracdo das paredes celulares, agora CcOm cor magenta de
intensidade média. O conteudo citoplasmético corou—se O &
mesma intensidade tanto nas sementes viadveis como inviéveis
(Figs. 4a e 4b}.

A analise ao microscépio eletrénico de varredura revelou a
presenca de filamentos formando uma rede citoplasmética gue

pode estender-se de uma parede celular a outra (Fig. 8a).
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sequndo Dentan (1885b) estes filamentos sac constituidos por
polissacarideos.

Aderidos aos filamentos sdo vizualizados pequenos glébulos
(Figs. B8b, B8c e 8d)}, semelhantes aos glébulos de lipidios
descritos por Dentan (1985b, c). BApesar deste aspecto ter sido
observado tanto nas sementes vidveis como nas inviavels, as
tltimas apresentaram um menor contetdo  de filamentos,

correspondendo acs polissacarideos citoplasmaticos (Figs. 8b e

8d) .

Reserva de Proteinas

Foram observados gldébulos e material difuso no citoplasma,
corados pela Floxina em magenta e pelo AT a pH 4,0 em azul
esverdeado (Figs. la e 2a) . Esses glodbulos ortocromaticos foram
intensamente corados pelo XP a pH 7,5 evidenciando a natureza
protéica do seu conteudo (Fig 3a) .

A coloracdo pelo XP mnostra due as proteinas de reserva
podem ser encontradas na forma de corpos protéicos limitados
por membrana localizados preferencialmente na periferia do
citoplasma ou em uma forma difusa, preenchendo ¢ centro de
mesmo (Fig. 3a). A coloracao pela HF mostrou um aumento na
intensidade de coloracdc das proteinas difusas e uma aparente
diminuicdo no numero de corpos protéicos no material inviavel

(Fig. 1b) ¢ que fol confirmado pela coloracdo com AT (Figs. Za

e ZbD} .
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A diminuicic do material protéico durante a perda de
viabilidade foi confirmada pela coloracgdo pelo XP (Fig. 3bj.
Sementes viaveis apresentaram um contetdo citoplasmatico XP-
positivo bastante homocgéneo, na forma de <COrpos protéicos e
material difuso no citoplasma (Fig. 3a}. Cortes de sementes
inviaveis mostraram uma diminuicao acentuada na intensidade de
coloracdo de todo o material XP-positivo (Fig. 3b).

Cortes do endosperma de sementes viavels e inviavelis

submetidas aoc método de PAS mostroram glébules citoplasmatico
intensamente corados {Figs. da e 4b) . Estes gldébulos
correspondem aqueles corados pelo XF, evidenciando assim a
natureza glicoprotéica das proteinas citoplasmaticas

Analise ao microscd)pio eletrénico de varredura revelou a
presenca de glébulos citoplasmaticos comnm superficie recoberta
por polissacarideos e gldbulos de lipidios (Fig. 3a) ou lisa
(Figs. 9%9b e 8d), sequndo Dentan (1985b) estes glépulos sao
corpos protéicos. As figuras 9c e 10c mostraram O contetudo
denso e Dbastante compacto destes corpos protéicos tanto em
sementes viadvels como inviaveis.

O exame ac microscdépic eletrénico de transmissac confirmou
os resultados obtidos através da coloracao pelc XP a pH 2,5.
Nas células parenguiméticas de sementes viaveis as proteinas de
reservas sao armazenadas na forma de COXpos protéicos
delimitados por uma membrana uUnica (Figs. lla e 11b). Estes
corpos situam-se geralmente préximos & parede celular e tendem

a formar uma estrutura em forma de cacho {Fig. 1la).
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Outra forma para o armazenamento das proteinas de reserva
em endosperma de café fol observada, com © material envolvendo
de forma difusa os globulos de lipidios e preenchendo © centro
do citoplasma (Figs. 1la, 1lb e 1ic). Sementes inviaveis
aprsentaram estrutura e distribuicao das proteinas semelhante
agquela observada para as sementes viaveis {(Figs. 12a, 12b e
12¢). Em apenas um corte de semente inviavel foi possivel

observar a presenca de um corpce protéico apresentando membrana

retraida (Fig. 12d).

Reserva de Lipidios:

Nos cortes transversals de sementes viadvels gquiescentes
corados com HF, XP a pH 2,5 ocu PA5, o©S glébulos de lipidios
aparecem em imagem negativa, sempre localizados na proximidade
da membrana plasmatica (¥Figs. la, 3a e 4a). Formande pegquenas
massas mais ou menos esféricas localizadas na periferia do
citoplasma. Esta camada de gldébulos de lipidio estd envolvida
por uma fina matriz protéica, que foi melhor vizualizada no
material submetido & coloracde pelo XP e pela microscopia
eletrdnica de transmiss&o (Figs. 3a, lla, 1lb e 1lcj).

O exame ao microscopio eletrdnico de varredura confirmou a
distribuicdo parietal dos glébulos de lipidios, além de revelar
a presenca de material filamentoso entre os mesmos (Figs. 8a,
9a e 10d).

Nos cortes analisados ao microscopio eletrdnico de

rransmissdoc foram observados, entre os glbbulcs de lipidios ou
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proximos a eles, granulos osmiofilicos, com provével conteudo
de fendis (Fig. 1la), corpoes protéicos (Fig. 11b) e vactolos
contendo material granular (Fig. 11lc) .

Nos cortes transversais de sementes inviaveis submetidos a
coloracéo pela HF e AT a pH 4,0 nac foi possivel detectar a
presenca dos gloébulos de lipidio (Figs. 1b e 2b). Os cortes
submetidos a coloragidc pelo XP a pH 2,5 revelaram um Nenor
numeros destes glébuleos (Fig. 3b).

A analise do material inviavel ao nicroscoépio eletrdnico
de varredura sugere que, Com & perda de viabilidade, o numero
de gldébulos de lipidios diminui (Figs. %2b, 10Ca, 10k e 190c¢) .

Ao microscépic eletrdnico de transmissdo as células
parengulimaticas do endosperma de sementes inviavels
apresentaram, entre oOS glébulos de lipidios, vacuolos de
tamanho variado (Fig. 1Za}.

Cortes transversals de endosperma de semente inviavel
mostram uma membrana plasmética sinuosa e com vesiculas de

superficie (Fig. 12a). Observa-se ainda o aspecto mais fibrilar

da camada mais interna da parede celular.



Compostos Fendlicos

‘Nos cortes de sementes viaveis foram observadas vesiculas
fortemente osnmicflicas, localizadas preferencialmente nc espage
perimembrangso ou incluidas na camada lipidica (Figs. 1lla e
11¢). Dentan (1877) também observou, entre a parade celular e a
membrana plasmatica, importantes depositos amorfos, fortemente
osmiofilicos. Coloracgdes especificas para fenbis mostraram , ao
microscdpio éptico tratar—se de compostos fendlicos,
possivelmente acido clorogénico.

Quando sementes inviaveis foram analisadas quanto ao seu
contendo de polifendis, o que se oObservou foi uma malor
deposicac de material osmicfilico no espaco perimembranoso
(Figs. 1l2a e 1l2c} e depdsitos osmiofilicos citoplasmaticos

maiores que agueles encontrados nas sementes viaveis (Fig.

12d) .

Nicleo e Nucléolo

Nucleos e nucléolos de celulas parenguimaticas do
endosperma foram evidenciados através da coloracdo pela
Hematoxilina e AT a pH 4,0 (Figs. la e 2Za).

Em sementes viavels, a cromatina apresentou-se mais
distendida com algumas regides mais compactadas. O mnuacleo
geralmente foil encontrado em uma posSigac periférica, préximo a

membrana plasmatica e nucléolos foram . ocbservados {Figs. la e
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2a). Nas sementes inviaveis o0s nticleos mostraram uma malor
compactacdo cromatinica (Figs. 1b e 2Z2b}.

A anadlise ultraestrutural do nlclec de sementes viaveis
revelou a presenca do envoltdédric nuclear, cromatina frouxa,
apresentando apenas alguns segmentos com grau de compactacao
maior {(Fig. 11d) semelhante a nucléolos. Nos cortes ultra-finos

de sementes inviaveis anal isados n&o foram observados nucleos.

4.3.2. Embrido:

Do mesmo mode gque nio caso de endosperma, OS resultados
estio dispostos a partir da figura 13 até a 28, e as estruturas
e compostos observados serao tratados em separadoc.

O embrido ¢ constituido pelos cotilédones e pelc eixo
embrionario formando uma estrutura continua que estda mergulhada
no endosperma (Figs. 21a — 21d4).

aAs células do eixo embriondrico sdo icosaédricas e as
cotiledonares sdo parcialmente esféricas, ambas apresentando
paredes celulares finas e regulares (Fig. 13a). Nestes dois

tipos celulares, lipidios, proteinas e carboidratos séo

encontrados no citoplasma.

Paredes celulares

A coloracido pela Hematoxilina mostrou dgue as paredes
celulares das células do eixo embrionario de sementes viavels

s3c finas e regulares apresentando plasmodesmas (Figs. 13a e

14a}.
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células do eixo embriondrio tiveram suas paredes celulares

intensamente coradas pela Hematoxilina (Figs. 13a e 1l4a). Com a

perda de viabilidade, observou-se uma aparente diminuig¢do na

intensidade de coloracdo destas paredes (Figs. 13b e 14b) .
A coloracdo pelo AT a pH 4,0 revelou metacromasia das
paredes, tanto nas células cotiledonares como nas células do

embrido (Figs. 15a e l6a) . Esta metacromasia nac se alterocu com

a perda de viabilidade das sementes (Figs. 15b e 16b).

As paredes celulares das células cotiledonares e do eixo
de sementes viaveis foram coradas pelo XP a pH 2,5 (Figs. 17a e
i8a) . Sementes inviaveis aparentemente mnac apresentaram
alteracdo na intensidade de coloracdo (Figs. 17b e 18b). Essas
paredes celulares mostraram-se PAS-positivas (Figs. 1%9a e 20a}.
com a perda de viabilidade verificou-se uma diminuic&c na
intensidade de coloracado das mesmas (Figs. 19> e 20b).

Nas células da epiderme do cotilédone de sementes vigvels,
observadas ao microscdpio eletrdnico de varredura, as paredes
celulares mostraram-se mais distendidas. Com a perda de
viabilidade observou-se uma retragdo destas paredes {(Figs. ZZa
e 22b;.

Ao microscoépio eletrdnico de transmissao as paredes
celulares das células do eixo embrionario e dos cotilédones de
sementes viavels apresentaram-se finas e distendidas, contendo
espacos intercelulares (Figs. Zb5a, 25b, 25c e 27c).

Em sementes inviaveis, as céiulas cotiledonares

apresentaram paredes celulares levemente retraidas (Figs. 26a e
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26c), a0 passo gue no eiwxo elas mostraram distendidas e com

conteudo ndo homogéneo (Figs. 28a, 28b e 28d}.

Reserva de Polissacaxrideos neutros e glicoproteinas

cortes do cotilédone e do €1ixo embrionario de sementes
viaveis submetidos & coloracdc pelo reativo de Schiff &pos
prévia oxidacao pelo &cido periddico apresentaram paredes
celulares intensamente <oradas, pem como pegquenos gréanulos
citoplasméaticos PAS-positivos e uma fina granulacdc de fundo
tenuamente corada (Figs. 19a e 20a) .

Com a perda de viabilidade observou-se uma diminuigdc na
intensidade de coleracdo das paredes celulares. O material
citoplasmatico PAS-positivo nao mostrou alteracbes guando
comparado com as sementes viaveis (Figs. 19b e 20b).

A analise de secgdes de cotilédones e eixo embrionaric de
sementes viaveis ao microscépio eletrdnico de varredura revelou
a presenca de filamentos de carboidratos formando uma rede
citoplasmatica, localizada entre as reservas (Figs. 23a, 23Cc e
24a). Estes filamentos também foram observados em cotilédones
inviaveis, porém em mencr numerc (Fig. 23b} .

Ao microscopio eletrdnico de transmissdo, nos corfes de
sementes viaveis, os polissacarideos neutros das células
cotiledonares foram encontrados na forma de plastogldbules
jocalizados proximos aos gloébulos de lipidios (Fig. 25c) ou

ocupando posigdo central no citoplasma (Fig. 25d}.
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Plastogldbulos também foram observados nas células do eixo
de sementes viaveis, localizados no interior de um vacuolo
central {(Fig. 27a).

Nas sementes invidveis ndo fol possivel identificar a

presenca de plastoglébulos ou de vacuolos contendo sacarideos.

Reserva de Proteinas

No citoplasma das células cotiledonares e do eiXo
embrionario de sementes viavels foram observados granulos
corados pela Floxina em magenta (Figs. 13a e lé4a).

O AT a pH 4,0 revelou, nas células do embrifo, gldbulos
citoplasmaticos corados em azul. Com a perda de viabilidade nao
se verificou alteracles no estado de agregacdo desta reserva
(Figs. 15 a 16}.

Nos cortes do embrido de sementes viaveis submetideos a
coloracdo com XP & pH 2,5, as paredes celulares apresentaram-se
fracamente coradas, e no citoplasma observou-se a presenca de
um material finamente granular XP-positivo pouco corado € de
alguns glébulos intensamente corados (Figs. 17a e 18a).

Fsses resultados foram confirmados pela coloracidao com HF
onde observou-se a presencga de um material homogéneo F-positivo
ocupandc a regiao central do citoplasma, além de um granulo
intensamente corade, localizado proximo a parede celular (Figs.
13b e 14b;.

Nas semenies inviavels observou-se gue as paredes

celulares permaneceranm coradas, entretanto, um contendo
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citoplasméatico fracamenie corade pelo XP e un granulo
intensamente corado passaram a ocupar posi¢do parietal, sendo
que o contendo citoplasmdtico gque ocupava & regifo central fol
Xp-negativo (Figs. 17b e 18b).

Ls proteinas citoplasmaticas das células do embrido de
sementes viaveis, tanto difusas como agquelas inclusas em COrpos
protéicos, foram pouco coradas pelo método do PAS3 (Figs. 19a e
20a). Aparentemente a perda de viabilidade n#&o acarretou
alteracdo na intensidade de coloracaoc desta reserva (Figs. 1%9b
e 20b} .

O exame ao microscodpio eletrdnico de varredura confirmou
os resultados obtidos com a coloragao pelo XP a pH 2,5 para ©
embrido, o©ou seja, presencga de corpos protéicos entre O0S
glébulos de lipidios (Figs. 23a, 23b e 24a). Com a perda de
viabilidade observou-se uma aparente reducdc no namero de
corpos protéicos e estes passaram a ocupar posicdo parietal
(Figs. 23b, 23d, 24b e 24d).

A analise ao microscépio eletrénico de transmissdo revelou
nas células cotiledonares e do eixc embriconadric a presenca de
proteinas ndo inclusas em COYpos protéicos constituindo uma
matriz protéica. A camada iipidica encontrecu-se imersa nesta
matriz protéica, apresentando-se mais elétron-densa nesta
regiao (Figs. 25a, 25b, 27a , 27b e 27cC}).

Nas sementes inviéavels néo se verificaram alteracdes
ultraestruturais das proteinas dispersas pelo citoplasma nas

células cotiledonares (Figs. 26b e 26¢). No eixo verificou-se
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uma aparente redugdo na gquantidade de proteinas difusas ({Figs.
28a, 28h e 28d). Com a perda de viabilidade, estas proteinas

dispersas no citoplasma, passam a apresentar aspecto mais

granular (Figs. 28b e Z28cC) .

Reserva de Lipidiocs

A coloracdo pela HF revelou, tanto nos cortes de
cotilédones como de eixo embricnario de sementes viéavels, a

presenca de glébulos n&do corados distripbuidos por todo ©

citoplasma (Figs. 13a e 14a). Nos cortes de sementes inviaveils

este método ndo possibilitou a observacao destes gldébulos

(Figs. 13b e 14b).

A  analise ao microscépio eletrénico de varredura das
células do cotilédones e do eixo embrionaric de sementes
viaveis mostrou gque os lipidiocs s&o encontrados na forma de
pegquenos globulos localizados proximos a parede celular (Figs.

23a, 23c 24a e 24c¢). Sementes inviadveils apresentaram ul MEnor

ntmero de glébulos de 1ipidios, tanto nos cotilédones como 1o

eixo, embora eles continuem a ocupar posigaoc parietal (Figs.
23c, 23d, Z24a e 244d).

Nos cortes de cotilédones de sementes viaveis analisados
ac microscépio eletrdnico de transmissdo foram observados entre
cs gidbulos de lipidios ou préximos a eles, algumas
mitocdndrias (Figs. 25a e 25b), vacltolcos de diferentes tamanhos

(Figs. 25a e 25b), plastogldbulos (Fig. 25c) e proteinas nao

inclusas em corpos protéicos (Figs. 25a, 285p e 25cC).
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Cotilédones de sementes inviavels apresentaram um maior
numerco de pegquenos vacuolos entre 0S glébuleos de lipidios ou
préoximos a eles (Figs. 26l e Z6bc).

Na figura 26a observa-se a presence de glébulos de
lipidios maiores gque poderiam estar indicando a fusdo dos
pequenos gldbulos dessa reserva.

As anadlises ao microscépic eletrdnico de transmisséo de
cortes do eixo embriondrio de sementes viaveis confirmaram ©OS
resultados obtidos ac microscodplo eletrbnico de varredura. Os
lipidios foram observados na forma de g¢glébulos imersos em uma
matriz protéica ocupandc posigdo parietal (Figs. 27a e 27¢c) .

Entre os glébulos de lipidios ou préximes a eles encontranos

algumas mitocéndrias (Fig. 27c) e vacuolos com contetdo mals ou

menos granular (Figs. 27a e 27¢). Na regido central do
citoplasma foram observados proteinas n&o inclusas em COIPOS
protéicos, além dos COIrpos protéicos tipicos (Fig. 27b) ,
vactolos com conteudo heterogéneo destacando-se a presenca de
plastoglobulos e vesiculas com conteido granular (Figs. 2Z7a e
27c) .

Sementes inviadvels mostraram um menor numero de glébulos
de 1lipidios e uma aparente fusao dos mesmos dande origem 2

glébulos de maior tamanho (Figs. 28a e Z8b}. Com a perda de

viabilidade observou-se, também no eixo, © aparecimento de

intGmeros peguencs vacuolos elétron-transparentes entre 0S8

glépulos de lipidios (Figs. 28a e 28¢c). Também foram observados
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vactolos periféricos gue  se originaram, provavelmente, da

fragmentacdo da membrana plasmatica (Figs. 28a e 28c).

Compostos Fendlicos

Por analogia com os resultados obtidos para as células
parenguimaticas do endosperma concluimos gque OS granulos
osmiofilicos depositados proximos a parede celular ou entre 0s

glébulos de lipidios (Figs. 25b, 25c, 27a e 27c} nas células

gque compbem O embridio nas sementes viavels s3o compostos

fendlicos.

Em células cotiledonares de sementes inviaveis observou-se
um  aumento na deposicado de granulos osmiofilicos no espaco
perimembranoso (Figs. 26a e 26c). No entanto, cortes de células
do eixo embriondric n&c apresentaram esta resposta, ndo sendo

ai observado a presenca de polifendis (Figs. 28a, 28c e 28d).

NGcleo e Nucledlo

Niicleos e nuclebélos das células do eixo embrionadrio foram
evidenciados através da coloracgao pela He e AT a pH 4,0.
O ntclec geralmente ocupa posicao parietal e, nas células

do embriido de sementes viaveis, a cromatina é frouxa com

algumas regides mails compactadas (Figs. 13a, léa, 15a e léa).
Nas sementes inviéveis os nucleos mostraram uma maior
compactacdo cromatinica e alguns nuclecs picndticos foram

observados (Figs. 13b, 14b, 15b e 16b}.
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A analise ultraestrutural do nicleos das céiulas
cotiledonares e do eixe embriondrio de sementes vidveis revelou
a presenca de envoltdério nuclear <om complexos de poro e
cromatina frouxa, com algumas regides cromatinicas mais
condensadas. O ntcléolo & unico e bastante evidente (Figs. 25d
e 27d) .

Nas sementes inviaveis os nucleos das céluas do cotilédone
apresentaram cromatina condensada e vacuolizada e nucléolc mais
granular {(Fig. 26d). No nucleo das células do eixo de sementes

inviaveis encontramos uma cromatina mais densa e nucléoclo pouco

evidente (Fig. 28d)

3.3.3. Analises Bioguimicas

Carboidratos: Polissacarideos

Aa analises cromatograficas dos endospermas das sementes
revelaram conteidos de carboidratos similares para as sementes
viaveis (45,30% de umidade) e inviaveis (8,95% de umidade).
Esta estrutura apresentou cerca de 35% de polissacarideocs
neutros, sendo evidente uma grande guantidade de manose {43,6%
do total) e galactese (21%), numa relacgaoc Man/Gal de 2:1. Essa
relacdc nac foi alterada com a perda de viabilidade (Tabela 2 e
3. Também foi notada grande guantidade de glicose,
representando cerca de 27% do total de acucares. Para ©

material seco, apesar dos valores absolutos de xilose serem
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pequenos, houve um aumento significativo nas guantidades
relativas deste agucar, de U,8% a 3,6% do total {(Tabela 3).

Nos embrides foli notada uma maior quantidade de glicose
{aproximadamente 15g/100g) o que representou cerca de 67% do
total dos acucares analisados. Péde-se notar ainda aparente
diminuicdc no conteldo de ramnose e aumentc el Manose (Tabelas
2 e 3).

Os pergaminhos apresentaran muita glicose {cerca de BE4%) e
xilose (cerca de 41%) e algum conteudo de ribose. Esse acucar,
pem como o teor de arabinose, apresetaram um aumento relativo

para o material com 8,95% de umidade (Tabelas 2 e 3).

Dosagem de lipidios

Os cromatogramas obtidos a partir da cromatografia
gasosa—espectroscopia de massa permitiu identificar o8
principais acidos graxos encontrados em embrides de sementes de
café (Figuras 29 e 30). Foram observados 7 picos tanto para
sementes viaveis {(45,30% de umidade) quanto para inviaveils
(8,95% de umidade) {(Figs. 26 e 30)}. Entretanto para sementes
inviaveis apenas ©& picos foram integrados pelo aparelho (Fig.
30).

A cromatografia gasoso permitul quantificar os dcidos
graxos presentes em embrides viaveis e inviaveis. Nos embrices
viaveis encontramos 48,4% de acido palmitico, 9,1% de acido
estearico, 9,9% de éacido oleico, 30,1% de &acido linoleico e

2,3% de Aacido araguidico. Em embrides de sementes inviavels as
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guantidades relativas destes acidos graxos foram: 65,93 de

scido palmitico, 9,1% de scido estearico, 8,9% de acido oléico,

[

[

5,8 de 4Acido linoléico, e tracos de dcido araguidico.

Portanto, com a perda de viabilidade, verificou-se apenas uma
diminuicao significativa no teor de Aacido linolélcc e um
aumento de &cido palmitico (Tabela 4).

As sementes invidveis apresentaram um indice de peroxidos

menor gue © OCbservado Ppara 08 embrides de sementes viavels

{Tabela 4).
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Tabela 2: Concentracdes de aclicares em g/100g em sementes de

café (Coffea arabica) tmidas e secas

Endosperma Embriac Pergaminho
Umidade 45,30% 8,95% 45,30% 8,95% 45,30% 8,95%
Ram TC 0,1 0,9a A 0,6alf 0,6aB 0,6 a

Fuc TC TC TC TC - -
Rib — — — _ 0,3 a 6,6 b
Ara 3,1 a A 3,3 a Z2,3 a B 2,9 a 0,3 acC 0,6 b
Xyl 0,3 a B 1,3 b 0,6 a B 0,6 a 15,7a A 18,6 a

Man 15,4a A 14,5a 0,9aB 1,30 TC TC
Gal 7.4 a A 6,9 a 2,0 a B 2,3 a 0,3 a C 0,4 a
Gli 9,2 aC 10,5 a 13,4a B 16,1 a 21,06a A 23,6 a

Total 35,3a A 36,5 a 20,1a B 23,8 a 38,7a A 44,4 a

TC - Tracos

Letras mintsculas iguais na mesma l1inha para as diferentes
amidades de uma mesma regido nao apresentam diferencas
significativas (P = 0,01) .

Jetras maiusculas iguais para sementes imidas de diferentes

regides nao apresentam diferencas significativas (P = 0,013 .



47

Tabela 3: Porcentagem de acgucares em sementes de café {(Coffea

arabica) umidas e secas

Endosperma Embrido Pergaminho
Umidade 45,30% 8,95% 45,30% 8,95% 4%,30% 8,95%
Ram TC G,3 4,5 a A 2,5 a i,3 a B 1,4 a

Fuc — — TC TC _ —
Rib —_ — —- —_ 0,8 a 1,4 b
Ara 8,8 a B 9,0 & 11,4a A 12,2 a 0,8 a C 1,4 b
Xvl 0,8 a C 3,6 b 3,0 a B 2,5 a 40,6a A 41,9 a

Man 43,6a A 39,7 a 4,5a B 5,5 a — —_
Gal 21,0a A 18,9 a i0,0a B 9,6 a 0,8 a ¢ 0,2 a
Gli 26,1a B 28,8a 66,7a A 67,6 a 558aA 53,2a

TC - Tragos

Letras minusculas iguais na mesma linha para as diferentes
umidades de uma mesma regldoc nao apresentam diferencas
significativas (P = 0,01},

Letras maitsculas iguails para sementes Gmidas de diferentes

regides naoc apresentam diferencas significativas (P = 0,01).



Tabela 4:

Porcentagem de

48

dcidos graxos analisados em eixos

embrionarios vidveis e inviévels de Coffea arabica e Indice de

Peroxidos.
n Acide Graxo Viaveils Invidveis
(45,30%) {8,95%)
16:0 Palmitico 56,3 a A 65,5 a A
18:0 Estearico 8,2 ¢ D 8,0 ¢ D
i8:1 Oléico 8,8 ¢ D 8,5 ¢D
18:2 Linoléico 31,6 b B 17,1 b C
Indice de 313,90 234, 8

Perdxido

Letras minusculas

mailasculas

diferencas significativas

iguais

iguais

em uma

em uma mesma c¢oluna ou letras
mesma linha mostram wvalores sem

= {,01}).



Figura 29:

Cromatograma da GLC de emb
arabica com 45,30% de umidade relativa.

picos. AS concentracdes obtidas pelo integrador
descritas na Tabela 4.
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Figura 30: Cromatograma da GLC de embrido de sementes de C.
arabica com £8,95% de umidade relativa. Nota-se a presenca de ©
picos. As concentracdes obtldas pelo integrador encontram-se

descritas na Tabela 4.,
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4. DISCUSSAOD:

4.1. Germinacdo

Varios fatores podem contribuir para a curta longevidade

durante a estocagem de sementes recalcitrantes, como por

exemplo: injtria de dessecacso, injltiria de resfriamento,
contaminacido micreobiansa e germinac3do durante a estocagem
(Roberts & King, 198G6G) . Também sdo0 reportadas mudancas

citoldgicas, genéticas e metabdlicas (Roberts, 1972, 1973) e
danos macromoleculares (Villiers, 1983).

Sementes de café (Coffea arabica) tém mostrado, em
diferentes trabalhos, perda de viabilidade variavel em funcao
do tempo e das condicdes de estocagem. Bacchi (1958) observou
gue entre 10 e 20% de umidade a longevidade das sementes era
inversamente proporcional ao seu contetde de umidade. Gonzalez
(19273), usando diferentes métodos de estocagem, encontrou uma
relacdo positiva entre contelido de umidade das sementes e
germinacdo. Sementes de café com 10% de umidade estocadas em
condicdes herméticas a 15°C mantiveram-se wviadveis durante 12
meses (Ellis et al., 1990). Estes autores observaram gue a
deterioracdo ocorreu mais rapidamente em temperaturas e
contetidos de wumidade menores. Vossen (1979} verificou que
sementes de café estocadas com valores intermedidrios entre 10
e 40% de umidade deterioram mais rapidamente. Bendana (1962)

ndo observou nenhum efeito deletério em sementes com cerca de
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5% de wumidade, ao passo que Bacchi (1956) e Huxley (1964}

reportaram uma perda de wviabilidade apds dessecacio abaixo de
8%. Para Valio (1976), sementes com contetdo de umidade alto
(40%) permaneceram viaveis por um periodo de tempo muito mais
longo que sementes com baixo contetdo de umidade (15%).

No presente trabalho, as sementes quiescentes de café com
45,30% de umidade relativa apresentaram 99% de germinacéo. Apbs
8 meses de estocagem em sacos de polietileno fechados,
armazenados a temperatura ambiente, as sementes apresentaran
10,06% de umidade relativa, e uma taxa de germinagdo igual a
15%. Estas sementes tornaram-se completamente inviaveis apenas
apbs 9 meses estocadas nas mesmas condicdes, gquando seu
contetdo de umidade foi de 8,95%.

Sementes ditas recalcitrantes tornam-se rapidamente
invidveis com a perda de umidade. Por exemplo, sementes de
Araucaria hunsteinii perderam a viabilidade quando seu contetdo
de umidade fol reduzido abaixo de 32% (Pritchard et al, 1995);
sementes de Avicennia marina, espécie altamente sensivel a
dessecacao, perdeu rapidamente a viabilidade, independente das
condi¢des de estocagem (Farrant et al., 1988); sementes de
Araucaria angustifolia e Scadoxus membranaceus apresentaram
declinio nas taxas de germinacdo apds 15 dias de estocagem em

condicdes dessecantes {Farrant et al., 1989). Sementes de

Quercus rubra apresentaram gqueda na viabilidade quando o
contetdo de wumidade era reduzido abaixo de 30% e perda

R 4

completa de viabilidade foi observada com contetdos de umidade
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variando entre 10-15% {Pritchard, 1881). Entretanto, as

sementes de C. arabica aqui analisadas mantiveram-se vidvels
apbs 5> meses de estocagem gquando seu contetdo de umidade era
igual a 12,84% com uma taxa de germinacao igual a 98, 0%.

No entanto, sementes ditas ortodoxas sobrevivemn por longos

periodos de tempo com conteudos de dgua inferior a 5% (Roberts,

1973) . As sementes de café agui estudadas, nao apresentaram

este comportamento, perdendo rapidamente sua viabilidade guando

seu conteudo de umidade caiu abaixo de 10%.

Portanto, os resultados obtides neste trabalho reforgcam a
classificacio das sementes de café feita por Ellis et al.
(1920), tendo um comportamento intermedidrio entre ortodoxas e

recalcitrantes, nédc satisfazendo completamente nenhuma das duas

definicdes .

4.2. Aspectos estruturais e ultraestruturais

Caracterizacio geral

A Hematoxilina-Floxina & uma associacdo de corantes que
nao apresenta carater citoquimico, uma vez gue ndo existe uma
relacdo estegquiométrica entre eles e o substrato por eles
corado (Lison, 1963). Portanto, a utilizacdo da Hematoxilina-
Floxina permitiu uma caracterizacio morfoldgica geral do
endosperma e do embri&do de sementes viaveis e inviaveis de C.

arabica cv. Catual Vermelho.
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Este métodc possibilitou wverificar a presenca de paredes
celulares, ntcleos e nucléolos  fortemente corades pela
Hematoxilina, usualmente utilizada na deteccdo desta estruturas
(Lison, 19263). Nas células do embriic nic foi possivel, através
deste método, distinguir os nucléclos das regides de cromatina
compactada, devido a grande semelhanca em tamanho destas
estruturas.

O conteudo citoplasmatico dos varios tipos celulares por
nds estudado foli evidenciado pela Floxina, que & um corante
dcido usualmente utilizadec na visualizacdo geral do citoplasma
(Lillie, 1968). Estes conteddos foram, no entanto, melhor

identificadoes e caracterizados através da utilizacio de métodos

citoquimicos especificos.

Polissacarideos

As principais reservas de carboidratos encontradas nas
sementes sao amido, ac¢iicares soluveis, oligo e polissacarideos
das paredes celulares. O amido é o polissacarideo que ocorre
com maior frequéncisa.

Sementes endospérmicas de leguminosas naoc possuem o amido
com principal reserva de carboidratos. Nestas sementes,
galactomananos e xiloglicanos s&c os principais polissacarideos
de reserva encontrados como componentes das paredes celulares,

do endosperma e dos cotilédones. A hidrélise dos
galactomananos, pelas enzimas a-galactosidase e fB-mananase

resulta em galactose e manose. Estes monossacarideos sao
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transportados para © embrido, sendo entdoc transformados em
glicose ©u sacarose {(Meler & Reid, 1982; Bewley et al., 19893}).

Semente de café & uma semente endospérmica que apresenta
como principal carboidrato de reserva uma hemicelulose rica em
mancse e galactose nas paredes celulares de reserva das células
parenguiméaticas desse endosperma. Aproximadamente 50 a 60% do
pesce do grao verde refere-se aos polissacaridecs acumulados
nestas paredes {Ouguerram, 1989). Estes polissacaridecs sao
encontrados na forma de hemicelulose que serve como substancia
de estocagem e que € metabolizada durante a germinacidoc, sendo
ainda responsavel pelo espessamento das paredes celulares. Esta
hemicelulose pode ser extraida com &gua, ndc estande portanto
associada a celulose ou ao acido urdnico (Frey-Wissiling, 1959;
Fahn, 19874).

A celulocse representa o principal constituinte das paredes
celulares de plantas superiores, além dos xiloglicanos e das
substaéncias pécticas (Fry, 1988). No entanto, as paredes
celulares das células parenguimdticas do endosperma, nao
apresentaram um residuo celuldsico classico, devido ao seu
baixe teor em glicose {Cuguerram, 19898). Neste trabalho;
endosperma de sementes wvidveis e inviédveils apresentaram cerca
de 10% de glicose em relacdc a massa seca das sementes.

A presenca de polissacarideos nas paredes celulares das
células parenguimaticas do endosperma e nas células do embrido

foram evidenciadas, citoqgquimicamente, através da reacido do PAS.
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Este método & geralmente utilizado na deteccdo de glicanas
neutras e em vegetals é utilizado na identificacdo de celulose,
hemiceluloses e amide. Estes s&o compostos gue apresentam
hidroxilas vicinals necessdarias para que a reagad ocorra.

A reacao do PAS basela-se na oxidacdc de grupos hidroxila
de carbonos vicinais pelo &cide peridédico, formando deis
grupamentos aldeidicos que se ligam ao reativo de Schiff
através de ligacgtes covalentes (Pearse, 196l}.

O reativo de Schiff é preparade a partir da fucsina
basica, corante de cor magenta. A adicdo de radicais sulfito em
meic acido (pH 2-3) destrdéi o grupo cromofdrico, tornando a
solucdo incolor. Esta solucdo tem afinidade pelos grupos
carbonila, formades pela oxidacido das hidroxilas. As moléculas
incolores do corante ligam-se a esses grupos, restabelecendo,
assim, a regido cromofdérica do corante (Mello & Vidal, 1978;
Cortelazzo et al., 1983; Vidal 1987).

Células parenquimdticas dc endosperma de sementes viavels
apresentaram  paredes celulares intensamente coradas em
vermelnho. Sementes invidveis apresentaram uma diminuicidoc na
intensidade de coloragdo das paredes celulares, observada pela
cor magenta, menos intensa, gue substitue a cor vermelha das
paredes celulares do materail wviavel. Esta alteracdo na
intensidade de coloragdo estéd indicando que celulose e
hemiceluloses scfreram modificagdes gue puderam ser

visualizadas microscopicamente por esse método. C mesmo



resultado fol observade nas células cotiledonares e do eixo
embrionario.

o Azul de Teluidina € um corante basice que possuil
radicais NH:' livres, sendo atilizado em solucdes cujas faixas
de pH oscllam entre 2 a 11-12. A pH 4,0, é& pequeno © numero de
grupos carboxila presentes nas proteinas que Se€ encontram
desprotonados. Mas, neste pH, ions fosfato, presentes nos
s2cidos nucléicos, e radicais sulfato e carboxila, presentes nos
polissacarideos acidos, sao corados pelo AT (Lison, 1963;
pearse, 1961, Vidal, 1877).

Uma outra caracteristica associada ao Azul de Toluidina €
o fenémenc de metacromasia. Este evento caracteriza-se por um
abaixamento no pico de absorgao da solucdao do corante
(hipocromismo), em concentracdes maicres gue 10°°M. Nos cortes,
este efeito ocorre devido a um aumentc na disponibilidade de
grupos anidénicos e malor proximidade dos mesmos 1o substrato,
possibilitando a interacac entre moléculas planares do AT,
sendo entdc necesséria mailor energia para a excitacdo de seus
elétrons (Vidal, 1977}. As paredes celulares gquando coradas
pelo AT apresentam-se metacromaticas devido a presenca desses
grupos anidnicos nas substancias pécticas (Lison, 1963; Pearse,
18631} .

células parenquiméticas do endosperma de sementes viédvels
de C. arabica apresentaram paredes celulares metacromaticas.
Fsta metacromasia estaria indicando uma grande disponibilidade

de grupos aniodnicos nesta estrutura presentes nas substancias
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pécticas, possibilitando o empilhamento das moléculas do
corante e resultando na sua coloracdc arroxeada. Nas paredes
celulares de células parenqguimadticas de sementes inviaveis,
observou-se uma diminui¢&oc da metacromasia sugerindo que a
perda de viabilidade promoveu, nestas paredes, uma enor
disponibilidade de grupamentos anidnicos proéximos. Essa
diminuicdo na disponibilidade, por bloqueio ou por diminulcao
na guantidade de subst&ncias pécticas, revela alteracdes na
polarizabilidade da parede celular.

Fstes resultados foram confirmados através da microscopia
de polarizacéo, onde as paredes celulares das células
parenguimaticas do endosperma apresentaram-se birrefrigentes,
guando observadas sob luz polarizada, com analisador e
polarizador cruzados. Nas sementes viaveis a birrefringéncia de
cor Dbranca de primeira ordem apresentada pelas paredes
celulares, revela uma alta organizacdc molecular decorrente da
disposigéo ordenada dos biopolimeros gue a constituem,
principalmente a celulcse (Frey-Wissling & Muhlethaler, 1965).
A birrefringéncia das paredes celulares diminui com a perda de
viabilidade, indicando uma diminui¢do na ordem molecular dos
piopolimercs constituintes da parede, reforcando a idéia de gue
esteja ocorrendo alteracdles estruturais e/ou bioguimicas nesta
estrutura.

A andlise das paredes celulares das células
parenguimdticas do endosperma de sementes viaveis de café ao

microscopio eletrdnico de varredura mostra que as paredes s5ao
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espessas, macigas, apresentando espessamentos secundariocs na
forma de noédulos e sem espagos intercelulares. A perda de
viabilidade destas sementes armazenadas em condicdes
dessecantes levou a0 surgimento de alteracées estruturais
observados ao microscoépio eletrdnico de varredura, cCcome por
exemplo, separacdo de paredes adjacentes e ruptura parcial ou
total das fibrilas gue as compdem.

Estas paredes celulares, guando observadas ac microscépio
eletrédnico de transmissdo, revelaram ser muito compactas, nao
sendo possivel distinguir subunidades. Resultados semelhantes
foram obtides por Ouguerram {1989), analisando paredes
celulares de endosperma de sementes quiescentes de C. arabica
sem prévio tratamento extrativo.

Meier (1958), tralbalhando com sementes de damasco, e
Chanzy et al. (19284} com sementes de corozo, mostraram gue 0S8
manancs podem apresentar estrutura microfibrilar. Grosrenaud,
(1980) e Atkins et al (1988), através de difracao de raio-x e
espectroscopila, mostraram gue uma parte dos mananos e
glicomananos pode ter uma estrutura altamente cristalina. Estas

moléculas mostram uma estrutura fibrilar tipica com diametro de
aproximadamente 5um, aoc passo que as microfibrilas de celulose

da parede primédria apresentam um didmetro entre Z e 3um (Roland
et al., 1975).

A analise ultraestrutural do endosperma de sementes
inviavies de café mostrou paredes celulares mals finas. A

regido proxima a membrana plasmética apresentou-se levemente
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dissociada e microfibrilas puderam ser observadas. Lste
resultade confirmou as alteracdes observadas na parede celular
apds coloragédo ~com PA5S, AT e a anédlise ao microscodpic de
peolarizacédoc, relevando gue a perda de agua acarreta alteracdes
na estrutura molecular de parte da parede celular.

Quguerram (198%), o©observou due paredes celulares das
células do endosperma de C. arabica também apresentavam
esqueleto fibrilar bem wvisivel nas regides periplasmaticas
durante © processo de mobilizacdo das reservas parietais, que
tem inicio 4 a 6 dias apds o inicio da embebicao. Nesta fase a
plasmalema torna-se sinuosa e produz vesiculas de superficie. ©
ataque enzimatico de degradacaoc da parede celular ocorre,
entdo, a partir do citoplasma e progride em direcao centrifuga.

No endosperma de sementes inviaveis, observamos também a
presenca de vesiculas que surgem a partir da plasmalema e que
se localizam no espaco periplasmatico. Estas vesiculas poderiam
conter hidrolases gque agiriam sobre a regiao periplasmatica da
parede celular levando a digestado de parte dos seus componentes
nesta reglido.

No entanto, a dosagem Dbioguimica néo revelou uma
diminuicao significativa de polissacarideos nas paredes
celulares com a perda de viabilidade. No endosperma, O
galactomanano encontrado apresentou uma pProporgao
manose/galactose de 2:1. Essa relacido naéo foi alterada durante
a dessecacdo. Portanto, as alteracdes reveladas pelos diversos

métodos de microscopia de luz e eletrdnica devem estar
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refletindo, na semente como um todo, uma alteracao no estadoe de
agregacao dos componentes da parede celular, levandc a uma
menor interacdo com © <orante, mals do gque uma reducdaoc na
gquantidade desta reserva.

com a perda de viabilidade, as paredes celulares das
células cotiledonares, guando observadas ao microscopio
eletrébnico de varredura, apresentaram-se retraldas. Este
resultado foi confirmade quando o material fol analisado ao
microscopio eletrdnico de transmissac. As paredes celulares do
eixo apresentaram um contetGdo néo homogéneo, podendo este ser
um indicio de gue elas poderiam estar sendo degradada. O atague
enzimatico estaria ent&o ocorrende na forma de bolsas de
digestaco, produzindo um aspecto corroido da parede celular do
eixo embriondrio.

A dosagem bioquimica revelou nos embrides uma Henor

porcentagem de polissacarideos em funcgao da matéria seca {~

20

N

) o que estd de acordo com a morfologia observada em sua
paredes, bem mais finas do gque no endosperma. O principal
polissacarideo encontrado nestas paredes fol a celulose, uma
vez gue as dosagens realizadas revelaram um teor de
aproximadamente 70% de glicose.

Em termos de tegumento externo {pergaminho) , sua
composicdo revelou uma grande gquantidade de acdcares neutros e
dentre eles, xilose e glicose, sugerindo a predomindncia de
xiloglicanos neste local. Uma caracteristica para sementies

permeaveis a é&gua & a de apresentaren grande gquantidade de
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xiloglicancs (Seno, 1993}, em contraste aguelas impermeévels,

como © flamboyant, <com apenas 1,8% de xilose (Papp &

cortelazezo, dados ndc publicados). Isto reforca © fato de que ©

tegumento nas sementes de café, por esse parametro, pode ser

considerado permeavel a &gua, nao sendo uma barreira para a

enbebicdo das sementes.

Segundo Dentan (1985b), os carboidratos citoplasmaticos

evidenciados pela reacdo do PAS e microscopia eletrdnica de

varredura siao encontrados na forma de filamentos e pegquenas

vesiculas com distribuicdo difusa.

As células parenguimadticas do endosperma de sementes

viadveis, coradas pela reacdo do PAS, apresentaram contetdo

citoplasmatico PAS-positivo homogéneo, € com & perda de

viabilidade n&o se verificou alteracac na intensidade de

coloracdo desta reserva. Resultados semelhantes foram obtidos

para as células gque constituem o embriéo.

Através da microscopia eletrénica de varredura foi

possivel visualizar os Zfilamentos de carboidratos na semente

como um todo e verificar que, nas células parenquimdticas €

cotiledonares ocorreu uma diminuicdo no seu contetde com a

perda de viabilidade. Nas células do eixo embrionario de

sementes inviadveis ndo detectamos a presenca dos filamentos de

carboidratos.

Como nRAio realizamos coloracdes especificas para

carboidratos para observacdo ao microscéplo eletrédnicc de

transmissac ndoc fol possivel identificar, neste nivel, este
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tipo de reserva. O microscopio eletrénico de transmissao,
permitiu identificar com precisac apenas plastoglélulos em
algumas células cotiledonares de sementes vigvels.

Portanto, as anédlises citoguimicas mostraram dgue as
principais reservas de polissacarideos das sementes de café
encontram-se no endosperma, nas paredes celulares, na forma de
galactomananoc.

Sabe-se gue nos galactomananos, as ramificacdes de
galactose aumentam a sua solubilidade {Deaz & Morison, 1975},
pem como sua capacidade de reter &agua. Portanto, nas sementes
que acumulam galactomonanos, este polissacaridec pode influir a
embebicdoc de toda a semente. Esta caracteristica levou Reid &
Bewley (187%) a considerarem ¢ galactomanano COMO Uma molécula
multifuncional, desempenhandc ndao apenas unma funcdo de reserva
de carboidratos, mas também atuando no controle hidrico da
semente. No café, o actmulo de galactomananos nas paredes
celulares das células parenguimdticas do endosperma poderiam
ser responsaveis pela manutencadoc do alto teor de umidade das
sementes maduras, principalmente se considerarmes seu alto grau
de ramificacdes (1 galactose a cada & manoses). Como nesta
semente © endosperma envelve completamente © embrido, ele
estaria protegendo o mesmo de possivel injuria por dessecacao.

Nas sementes inviaveis, com baixo conteude de agua,
verificamos gue as células que constituem o embridc sao as gque

mais sofreram danos celulares, parecendo perderem a protecaoc
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exercida pelas células parenquimdticas quandc no seu estado

nidratado.

Proteinas

As proteinas s&c estocadas nas sementes em organelas

denoninadas corpes protéicos. Eles podem ser encontrados em
tecidos haploides, dipldéides ou tripldides, sendo envolvidos

por uma membrana simples. Sao constituidos principalmente por

proteinas, é&cido fitice, cations, 4cido ribonucléico e enzimas
hidroliticas, ccmo fosfatases, Rnase, ¢ e B8-glicosidades, a-
amilase, proteases e fitases. Com baixos tecres de umidade,

estas enzimas ndc teriam condicdes de atuar, 0 Que€ nac seria o

caso nas sementes de café ainda com alto teor de agua. Lipidios
e carboidratos {exceto amido) podem ocorrer em pequenas
quantidades. Esta organela ¢ designada através de varios oulros
termos, tais como, grdao de aleurona, proteoplasto e outros, mas
corpo protéice é o termo mals amplamente utilizado por ser mails
genérico e ndo implicar mna sua precisa localizacdo ou a origem
especifica do seu material de reserva {Pernollet, 1978;
Larkins, 1981; Murray, 1984}).

Xylidine Ponceau € um corante aniénico azdico que possul

dois radicais sulfatc. A partir de pH proximo de 1,0 estes

radicais encontram-se desprotonados, ligando~se a0s grupos
catidnicos disponiveis. A pH 2,5 as proteinas podem ser

visualizadas, uma vez dJue neste pH seus grupos amino encontram-



63

se protonadeos unindo-se ao XFP através de ligacdo eletrostatica
iCortelazzo & Vidal, 1991y .

Nas células parenguimaticas do endospema de sementes
viidvelis a coloracdc pelo XP demonstrou a natureza protéica dos
glébulos corados em vermelho, em contraste com outros glébulos
XP-negativos localizados proximos a parede celular. No centro
do citoplasma encontramos um conteiddo difuso XP-positivo de
natureza protéica.

Estes resultados foram confirmados pela analise do
endosperma de sementes viavels ac microscépio eletrdnico de
varredura e de transmissdo.

As eletromicrografias do material analisado ao microscopio
eletrénico de wvarredura mostraram a préesenca de Corpos
protéicos entre oS gidtbulos de lipidiocs e na regido central dc¢
citoplasma. A microscopia eletrénica de transmissdo revelou gue
os gidbulos XP-positivos s&o Corpos protéicos envolvidos por
uma membrana simples e apresentando a mesma distribuicac
observada ac microscépio eletrdnico de varredura.

O microscépio eletrénico de transmissao também confirmou a
presenca de um material protéico néc incluso em CoOrpo protéico
formando uma matriz citoplasmatica. Nesta matriz encontramos
dispersos os gloébulos de lipidiecs, vacuolos, plastos e
depbsitos osmiofilicos. Dentan (1977) encontrou o mesmo padrao
de distribuicidc de proteinas no endosperma de C. arabica.

com a perda de viabilidade observou-se uma aparente

reducdo na intensidade de coloragao do material XP-positivo e
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reducac no numero de globulos corados guandc comparadc com ©

material viadvel. Resultados semelhantes foram encontrados em

sementes de P. vulgaris submetidas ao envelhecimento acelerado

por 16 dias (Begnami, 1991, Begnami & Cortelazzo, 19%¢) e
envelhecidas naturalmente por 21 meses €nm condicdes de
armazenamento com altas UTemperaturas e umidade relativa (Lopes,
1960). Walkowski (1981) detectou uma reducdo no conteudo
protéico de sementes de C. arabica durante a estocagem de graos
verdes. Segundo Clifford (1885) esta redugao poderia estar
associada com a atividade de algumas enzimas COmO POT exemplo a
polifenoioxidase, que poderia ser ativada durante o
processamento e estocagem dos graos, levando a mudancas tails
como producdo de aminoadcidos livres e dcidos graxos livres.

Danos nas membranas plasmaticas tém sido descritos durante
estocagem em condicdes dessecantes. De mode similar as
membranas dos corpos protéicos podem sofrer estes mesmos danos
(Villiers, 1983). Osborne (1983) apontou como um dos principais
eventos do processo de envelhecimento em sementes o rompimento
das membranas dos corpos protéicos com a liberacdo de enzimas
proteoliticas. Estas enzimas poderiam entdoc estar associadas ao
processo de perda de viabilidade através da degradacdo de
proteinas citoplasmaticas soltGvels, nucleoproteinas, ribosSsomos
e enzimas (Ching & Schoolcraft, 1968).

Muitas proteinas encontradas nos COrpos protéicos de

células parenguimdticas do endosperma representam enzimas

importantes, como Ppor exemple a polifenoloxidase (Clifford,
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1985). Portanto, o fendmeno de redugaoc do contetdo protéico emn
sementes de café durante sua estocagem € consequente perda de
viabilidade poderia estar associado a uma menor integridade dos

compartimentos intracelulares;, como vacuclos e COrpoes

protéicos.

Proteinas neutras ou basicas Sa&c pouco coradas pelo AT a
pH 4,0. Portanto, a ortocromasia apresentada pelos COrpos
protéicos e pela proteina difusa no citoplasma das células
parenguiméaticas do endosperma revela a natureza acidica deste
material, provavelmente devido a presenca de acido glutémico e
aspartice na estrutura da molécula. Isto faz com gue o corante
ligue—-se & proteina de forma espacada, resultando assim na cor
esverdeada detectada {(Vidal, 1877). Com & perda de viabilidade
ocbservou—se uma menor intensidade de coloracdo destas proteinas
e uma redugdc no numero de CoOrpos protéicos. Estes resultados
reforcam a idéia de que © armaienamento em condicdes
dessecantes e consequente perda da viabilidade levam a uma
reducao do conteldo das proteinas difusas no citoplasma devido
ao rompimento das membranas que delimitam os corpos protéicos.

células do embriio de sementes viadveis coradas pelo XP a
pH 2,5 apresentaranm glébulos e um material citcplasmatico
finamente granular XP-positivo. A estocagem em condicdes
dessecantes acarretou em uma aparente reducao do conteudo

citoplasmético XP~positivo. A coloracdoc pela HF confirmou este

resultado.
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As analises ao microscédpio eletrdnico de varredura também

mostraram uma diminuicdc mno nimero de cCorpos protéices, que

passaram & ocCupar uma posicao parietal.

As eletromicrografias de células cotiledonares de sementes

viaveis guando comparadas com as obtidas a partir de sementes

inviavels mostraram como principal alteracao a posicac parieteal
dos corpos protéicos e das proteinas dispersas. Nas células do
material inviavel, foli observado o surgimento de um grande
vactolo central além de intumeros pequenos vactolos dispostos
proximos a parede celular. Esta tltima alteracgao
ultraestrutural ocorreu de modo mais drastico nas células do
eixo embriondric de sementes inviadveis e pode explicar a
posicao parietal dos corpos protéicos nas mesmas.

Nas células do eixo, também foli possivel detectar

alteracdes no estado de agregacdo do material protéico néo
incluso em corpos protéicos. Além diste, nas sementes invidveis

esta reserva aparentemente sofre uma reducao, © due nao foi

observado nas células cotiledonares. Portanto parece-nos que as

células que constituem © eixo embriondrio sao mais sensiveis a
dessecacdo gque as células cotiledonares.

Assim come nas células parenguimaticas do endosperma, as
células do embrido de sementes inviédveis de C. arabica sofreram
rompimentos nas membranas dos corpos protéicos com a liberacgao
de enzimas proteoliticas que poderiam ter agido sobre as

proteinas difusas no citoplasma. Uma outra consequéncia deste
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evento celular seria a reducdao no namero de corpos protélicos

nas células do embriao.

Lipidios

Lipidiocs sdo sintetizadoes em todos os tecidos das plantas,
sendo gue as sementes podem ser ©rgaos ricos desses compostos,
armazenados na forma de reservas nosS cotilédones ou  no
endosperma (Esau, 1986). A guantidade de lipidic nas diferentes
espécies pode variar desde 1% até 60% do peso seco da semente.
Em gquase todas as espécies vegetals, ©Os lipidios sac estocados
na forma de triacilglicerdis (Ohlrogge & Browse, 1895 .,

A maioria dos éacidos graxos encontrados enm plantas tém
cadeia com 16 ou 18 carbonos € contém uma ou trés duplas
ligacdes c¢is. Os dcidos graxos mals comumente encontrados sao:
palmitico (16:0), 1linoléico ({18:3), oléice (18:1) e estearicoe
{18:01} .

A sintese, principalmente de triacilglicertis, & observada
durante a maturacdo das sementes € a 3sua degradacdc durante a
germinacdo das mesmas. Fisiologicamente, os lipidios podem ser
utilizados como compostos de reserva, presentes nos globulos
lipidicos, Como componentes estruturais das membranas
plasmaticas e Como metabélitos intermediarics nos processos de
biossintese (Slabas et ail., 1988} .

Nas sementes maduras,; o0s triacilglicerbis sao estocados

come Gglébulos lipidicos mais ou menos esféricos, com um

diametro médio de 1 um {(Huang, 1992; Murphy, 1993; Herman,
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1994), Estas organelas parecemn ser envolvidas por uma membrana
monolamelar. Estas membranas contém fosfolipidios e proteinas
denominadas oleosinas. Nos glodbulos lipidicos 0s constituintes
das membranas perfazem apenas 5% do seu peso, sendec gue 90 a
953 dizem respeito aos triacilgliceréis (Ohlrogge & Browse,
1895) .

0Os glébulos de lipidios apresentam-se osmiofilicos ao
microscopic eletrénico devido a sua reatividade com o tetrdxido
de o6smio (Dentan, 1977). Nas sementes de café eles se

distribuem de forma homogé&nea no endosperma, cotilédones & eixo

embrionario.

Dentan {1985C) constatou, através de analises
citoguimicas, gque o5 gldébulos de lipidios encontrados nas
células parenguimaticas do endosperma sao constiuidos por
lipidios insaturados e neutros.

Existem poucos dados sobre a composicdo lipidica do
embrido. A maioria dos trabalhos refere-se ao contetdo total da
semente ou do orgdo de reserva e na influéncia do embridc na
mobilizacdo desta reserva (Marriot & Northcote, 1975; Bewley &
Black, 1978; Paulilo, 1980). Silva (1995) mostrou dgue as
reservas lipidicas do eixo de sementes de Dalbergia miscolobium
desempenham um importante papel no inicio da germina¢ao.

Hendry et al. (19922) verificaram que durante a perda de
viabilidade de sementes recalcitrantes de Quercus robur L.,
submetidas a dessecagdo, havia um aumento na percxidacado de

lipidics e acumulo de radicais livres no eixo embrionario,
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Nestas sementes, esles processcs parscenl estar confinados ao
eix0, nao sendo observados em igual intensidade nos
cotilédones. Segundo estes autores, 0O eixo embrionario seria
mais susceptivel aos danos causados pela perda de agua durante
a estocagem do gue ©S QULIOS tecidos gue constituem a semente.

segundo o© acima exposto, € considerando og resultados
obtidos através das andlises estruturais e ultraestruturais de
sementes de café, verificamos no endosperma uma pequena redugao
no numero de glébulos de lipidios em algumas células observadas
ao microscépio eletrdénico de varredura. O embrido apresentou,
no entanto, uma diminuic&o acentuada no numerc de gldbulos de
lipidios e também a aparente fusdo de glébulos menores. Sendo
assim, dosamos os acidos graxos e determinamos o indice de
peréxidos no embrido destas sementes.

A estocagem de sementes de C. arabica cv. Catual Vermelho
em condicdes dessecantes acarretou uma degradacédc significativa
de acido linoléico e um aumento de &acido palmitico. Isso sugeﬁe
gue durante © processo, © acido linoléico (18:2) poderia estar
sendo dessaturado e convertido a acido palmitico (16:0) através
da perda de 2 carbonos, talvez através da Pr-oxidacdc. Estes
resultados sdoc reforcados pelo menor indice de perdéxidos
obtidos para as sementes inviaveis.

As alteracdes estruturais e ultraestruturais malis
marcantes com relacdao as reservas lipidicas ocorreram 1o
embrido, havendo uma aparente reducdo no numero de glébulos de

lipidio com © aparecimento de estruturas maiores, indicando a
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fusido dos peqguenos gldbules lipidicos pré-existentes. Em
amostras de sementes ortodoxas com balxa viabilidade, embrides
frequentemente contém células nas quals OS glébulos de lipidios
tornam-se confluentes, formando grandes massas de material
homogeneamente coradas. Este resultado também fol observado enm

sementes com baixa viabilidade infectadas por fungos, durante a

sua estocagem (Villiers, 1983}.

Compostos fendlicos

De acordc com Dentan (1985a), acido clorogénico é
encontrado associado com a cuticula e no citoplasma das células
parenguiméticas do endosperma, principalmente no espago
periplasmatico. O dcido clorogénico pode encontrar-se associado
a cafeina possivelmente na proporgdc molar de 1:1 ou 2:1
formando um complexo gue fol estudado por Horman & Viani
{1971} . Estes complexos fenblicos sdo capazes de reagir com
metais por guelacdo formando complexos elétron-densos c¢om ©
tetroxido de ésmioc (Dentan, 1985a, b).

Entretanto, essa proposicdo poderia ser guestionada dada a
alta solubilidade da cafeina e do acido clorogénico. Nesse
caso, a complexacdc do Osmic estaria ocorrendo com fendis
insoluveis formando depd&sitos osmiofilicos citoplasmaticos e no
espaco perimembrancso tTanto nas células parenquimdticas do
endosperma como nas células do embriao de sementes viaveis

A perda de umidade e conseguente reducao na viabilidade

acarretou em um aumento na deposicidoc de graos osmiofilicos
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principalmente no espaco perimembrancso em células
parenguimdticas do endosperma e cotiledonares.

Dentan {(1985¢c) trabalhando com grios maduros, imaturos e
imaturcs fermentados de C. arabica observou que grdcs maduros
apresentavam maior deposicao de polifenéis na cuticula e no
citoplasma das células parenquimaticas, principalmente Do
espaco periplasmatico. Nos graos imaturos e imaturos
fermentados a cuticula n&oc apresentava nenhuma c¢oloragio, ao
contrario do citoplasma parendquimatoso, Jue mostrava coloragac
intensa, principalmente no espace perimembranoso. Segundo a
autora esta maior deposicidc de polifendis nas células
parenquiméticas nos graos 1imaturos serila devide a malor
atividade de proteases, lipases e polifenoloxidases, levanco a
ruptura das membranas intracelulares.

Resultado semelhante pode ocorrer durante O Pprocesso de
perda da viabilidade. Nas sementes inviaveis a alteragao
ultraestrutural mais marcantes ocorrem no embrido, com ruptura
de membranas, havendo liberacdo, no citoplasma, de enzimas com

atividades diferentes e muitas vezes antagbénicas.

vacQolos

O vacGolo estd envolvido na manutencac do potencial
osmético da célula wvegetal, no isolamento de enzimas
hidroliticas (fosfatase &acida, proteases; RNAse e DNAse) e de
alguns metabdélitos téxicos do restante do citoplasma, sendo

responsavel ainda pelo  isclamento temporario de produtos
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intermediarios da fotossintese {(Boller, ,1982; Canut et al.,
1987; Matile, 1978; Perry et al., 1987; Raven, 1987; Van Der
Walk & Van Loon, 18987). Assim sendo, torna-se evidente a
importancia da integridade da delimitagao do compartimento
vacuolar para a manutencao da viabilidade celular

Nas células parenguiméticas do endosperma de sementes
viadveis nio fol observada a presenca de vacucles, mas com &
perda de umidade, e consequente perda de viabilidade, observou-
se o aparecimento de varios pedquenocs vactolos, principalmente
entre os glébulos de lipidios. Estes vacuolos apresentaram-se
perfeitamente delimitados por membrana.

As células dos cotilédones e do eiXxo embrionario de
sementes viaveis apresentaram vactiolos de diferentes tamanhos e
com conteudo heterogéneo. OUs cotilédones de sementes inviaveis
apresentaram aumento no numero de pequenocos vacuolcs delimitados
por membrana, COm@ contennido mais ou menos granular e a presenca
de um grande vacuclo central. No eixo embrionadrio de semente
inviavel também foi observado um malor numero de vacuolos
menores sendo gue alguns apresentavam ruptura nas membranas dgue
os delimitam. Resultado semelhante aos encontrados para as
células de eixo fol encontrade em células do mesofile da
espécies sensivel a dessecacdo Ayvlthonia gencianoides (Rosseto,
1997). Este pode ser um fator importante gque poderia estar
participando do processo de perda de viabilidade destas
sementes devido aos danos celulares e mesmo & morte celular

provocada pelo conteudo vacuolar liberado apés a ruptura da
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membrana e consegquente perda da compartimentalizacao
intracelular {Boller, 1982 ; Canut et al. , 1987; Crowe et al.,
1984; Matile, 1975; Van Derxr Walk & Van Loon, 1987}.

Um importante aspecto da degeneracgac das células do eixo
de sementes estocadas & a substitui¢do de pegquenos vacucles
por compartimentos maiores, indicando a ocorréncia de
anormalidades intracelulares no inicio da deterioracédo das
células do eixo embrionario de sementes recalcitrantes
estocadas em condicdes dessecantes, independente da espécie
(Rerjak et al., 1984; Farrant et al., 1985; Farrant et al.,
1989) . Estes resultados contradizem os obtidos para as células
do endosperma e cotiledonares de sementes de C. arabica durante
estocagem em condicdes dessecantes.

Resultadoes semelhantes aos encontrados em células
parenguimaticas do endosperma e células cotiledonares de
sementes de café foram obtidos em células do mesofilo de
espécies tolerantes a dessecacao. Gaff et al. {1976) observaram
que em Borya nitida, o vaciolo fragmenta-se em vacticlos menores
e de tamanho variado, sem ocorrer ruptura de membranas, © hesSno
ocorrendo para Xerophyta plicata (Rosseto, 19%2) e Nanuza
plicata (Rosseto, 1987} . A formacao de pequenocs vactolos
integros, sem ruptura de membranas, nestas espéciles resistente
4 dessecacdo, revela gue os compartimentos intracelulares foram
mantides intactos durante o processc de dessecacdo, nao
ocorrendc liberacdo de enzimas e de substancias incompativeis

gue existam em cada compartimento (Bewley, 1895; Schwab & Gaff,
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1986: Sun et al., 1994}, Portanto, pode-se sSupor gue as célulias
parenguimaticas do endosperma ¢ as células cotiledonares seriam
mais resistentes ao processo de perda de agua do que as células
do eixo embriondrio devide a manutencac dos compartimentos

intracelulares, o que reforca a idéia de um comportamento nao

tipicamente recalcitrante em cafe.

Nucleos e nucléolos

Nucleos e nucléolos foram corados pelo AT a pH 4,0 devido
4 presencga de grupos fosfato do DNA nuclear € RNA nucleolar.
rsta coloracado foil eficiente para demonstrar dque O nacleo das
células parenquimaticas do endosperma de semente viavel
apresentaran algumas regides de cromatina mais condensada e
nucléolo evidente. Sementes invidveis apresentaran compactacao
crescente da cromatina além de alguns ntcleos picnbdticos. Estes
resultados foram confirmados atraves da coloracdoc pela
Hematoxilina.

Niicleos de células cotiledonares e do eixo embrionario de
cementes viavels corados pelc AT a pH 4,0 apresentaram
cromatina descompactada com algumas regides cromatinicas mails
condensadas, © due dificultou a identificacaoc do nucléplo. Nas
sementes inviaveils s nucleos épresentaram uma maior
compactacao cromatinica e alguns nuacleos picnéticos foram
cbservados.

A principal mudanga nuclear observada em sementes

ortodoxas durante a perda de viabilidade é a condensacao da
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cromatina. Nas células do embriaoc de sementes viédveis ©
nucleoplasma cora-se de forma homogénea, na forma de uma
cromatina descompactada. Com a perda de viabilidade, durante
estocagem em condigdes dessecantes, a cromatina passa &
apresentar coloracao intensa e homogénea, indicando aumento no
sey grau de compactagao {Villiers, 1983 . Resultados
semelhantes foram encontrados em embrides de arroz durante
estocagem em condicGes dessecantes, em cotilédones dke C.
ensiformes e C. gladiata, guando da sua abscisao da planta

jovem {(Cortelazzo, 1882}, em sementes de P. vulgaris durante

envelhecimento natural por 40 meses (Lopes, 19920) e em sementes

de P. vulgaris e Senna reticulata submetidas ao envelhecimento
acelerado (Begnami, 1991; Begnami & Cortelazzo, 199¢6) .

0 aumento no grau de compactacao cromatinica resulta em
nenor integridade do material genétice e sugere perda de
coordenacao dos processos de sintese e aunento das aberracbes
cromossomicas encontradas em muitas espécies de sementes
durante o envelhecimento (Villires, 1883)

Nas células cotiledonares de  sementes inviavels a
cromatina apresenta-se condensada e com algumas regides
vacuolizadas, algo semelhante ao gque O0Corre e células gue
passam POr processo de degeneracac e apoptose (Wyllie et al.,

1980) . Nucleos de células do eixo embrionario apresentaram

cromatina compactada e neste caso foi dificil identificar o

nucléclo.
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Tecidos animais e vegetais submetidos a varios ripos de
estresse, tals como, chogue térmico, acido de metais pesados,
radiacao gama, estresse hidrico e fedjum, apresentaram
alterac®des no grau de compactacac cromatinica, fendmeno de
vacuolizacdo e presenca de nucleos picnéticos (Mello, 198%;
Dantas, 1990, Rosseto, 1987).

A analise ultrestrutural dos niclecs de sementes viaveis
do embrido revelou a presenca de envoltoéorio nuclear integro com
cromatina frouxa e algumas regides cromatinicas mais
condensadas, com nucléclo unico.

A auséncia de trabalhos estruturais e ultraestruturais com
sementes recalcitrantes impossibilita a comparagao dos
resultados agui obtidos ©para sementes de café durante ©
processo de armazenamento em condicdes dessecantes. No entanto,
em nivel nuclear o gue sSe observa sao alteracdes estruturais e
ultraestruturais gque se aproximam daguelas encontradas em
sementes ortodoxas durante a perda de viabilidade. Portanto,
estes resultados sugerem dgque as células que constituem as
semente de (. arabica, durante o© Processc de perda de
viabilidade, sofrem alteracdes nucleares dque Se aproximanm
daguelas observadas em sementes ortodoxas na mesma situacaoc.

No embridc as alteracdes ultraestruturais indicam gue a
perda de agua provoca lesio generalizada nestas células, onde
as reservas lipidicas e protéicas, nicleo, vaclolos e deposicao
de compostos fendlicos sofrem varias alteracdes estruturais e

ultraestruturais que levam a morte celular.
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ainda, de acordo com Berjak et al. (1984) a sensibilidade
4 dessecacdo de sementes recalcitrantes pode ocorrer devido ac
inicio de eventos celulares assoclados ‘&4 germinagéc durante a
estocagem. As mudancas celulares gue foram observadas incluem
organizacac mitocondrial aumentada, maior atividade de enzimas
respiratdrias, maior atividade do complexo de Golgl , sintese
de proteinas aumentada, actamulo de amido em plastidios, inicio
da divisao celular aumento na vacuolizacdo (Farrant et al.,
1985) . Estes eventos sao comparavels aos observados em sementes
ortodoxas embebidas e germinando, gquando se tornam sensivelis a
dessecagaoc.

As sementes viavels de C. arabica com 45,30% de umidade
relativa armazenadas en condicdes dessecantes nac apresentaram
nenhuma desta alteracoes celulares, indicativas do injcio de
eventos germinativos, como Jja encontrado para outras espécies
recalcitrantes tais comoc, A. marina {Farrant et al, 1992), A.
angustifolia, §. membrana&ceus e L. kirkii (Farrant et al, 1989;
Berjak et al., 1992).

Além disso, sementes de caté inviavels apresentaram
algumas alteracbes celulares comparaveis aguelas detectadas
durante o envelhecimento de sementes de P. vulgaris e 5.
reticulata {Lopes, 1990; Begnami & Cortelazzo, 1996), dque sao0
sementes ortodoxas. Este fato em conijunto com os dados obtidos
para a porcentagen de germinacdo durante o© periodo de estocadem

sao indicios de que sSementes de C. arabica apresentam um
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comportamento intermediario, naoc podendo ser classificadas como

ortodoxas ou recalcitrantes.
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5. CONCLUSOES

1. As sementes de C. arabica perdem rapidamente sua
viabilidade guando seu conteudo de umidade cal abaixo de 10%.
Assim, estas sementes possuem comportamento intermediério

entre sementes ortodoxas e recalcitrantes, nao gsatisfazendo

completamente nenhuma das definicdes.

5 Células parenguiméticas do endosperma de sementes
viavelis de C. arabica apresentam paredes celulares
metacromaticas devido as substancias pécticas. Com a perda de
viabilidade ocorre uma diminuicdo da metacromasia €, COmMC
conseguéncia, da carga negativa das paredes. Nas células do

embridc nao se oObserva uma alteracac na metacromasia das

paredes celulares.

3, As paredes celulares das células parenguimdticas do
endosperma apresentam—se pirrefrigentes. A birrefringéncia
diminui com a perda de viabilidade, indicando uma diminuigdo na
ordem molecular dos biopoclimercs das paredes, reforcando a

idéia de que estejam ocorrendo alteracles estruturais e/ou

biogquimicas nesta estrutura.
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4. As paredes celulares das células parenguiméticas do
endosperma e do ermbrido de sementes viaveis apresentam-se
intensamente coradas pelo PAS, indicando a presenca de
polissacarideos. A perda de viabilidade acarretou uma
diminuicac na intensidade de coloracdo. A dosagem bioguimica
dos polissacarideos nao revelou uma diminuigao significativa no
endosperma com a perda de viabilidade. Portanto, as allteracotes
citoguimicas reveladas pele métodeo do PRS devem estar

refletindo uma alteracao no estado de agregacéo dos componentes

da parede celular.

5. As paredes celulares das células parenguiméticas do
endosperma de sementes viaveis de «café ao microscoplo
eletrénico de varredura sS&ao espessas, macicas, com nodosidades
caracteristicas e sem  £5pacos intercelulares. A perda de
viabilidade leva ac surgimento de alteracdes estruturais, COmMO
separacdo de paredes adjacentes e ruptura parcial ou total das
fiprilas que as compdem. AS paredes celulares de embrides

viaveis sao finas e distendidas. Nas sementes inviaveis elas

apresentaram-se retraidas.

6. Paredes celulares das células parenguimé&ticas do
endosperma € do embridoc sofreram alteracdes ultraestruturais
com a perda de viabilidade. No endosperma de sementes
inviaveis, elas eram mais finas e a regifo proxima a membrana

plasmatica apresentou-se levemente dissociada e com aspecto
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fipbrilar. As paredes celulares dos cotilédones inviavels
mostraram-se retraidas e 1no eixo elas apresentaram aspecto
vacuolizade, indicande alteracdo no estado de agregacao dos

seus componentes estruturais.

7. Ne embrido de sementes inviavels ocorreu uma
degeneracao do citoplasma, onde os iipidios tornaram-se

confluentes, e as células do eilxo apresentaram total dissolugao

da sua esirutura interna.

8. Nas células parenguiméticas do endosperma e do embrido
de sementes inviaveis fol detectada uma alteracdo no estado de
agregacao do material protéicc e no seu padraoc de distribuicao,

com aparente reducdo desta reserva.

9. Cbhservamos uma malor deposicac de fenbis,

principalmente no espaco perimembranoso, tantc no endosperma

guanto no embrido de sementes inviavels.

10. Houve um aumentoc no numerc de vacliolos nas células
parenguimdticas do endosperma COmo do embridc decorrente da

perda de umidade e conseguente perda de viabilidade.

11. Nas células do eixo embriondrio de sementes inviavelis
as membranas apresentaram rompimentos, prejudicando a

integridade dos compartimentos intracelulsres.
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12 . Sementes de C. arabica inviaveis apresentam nicleos
com compactacdo crescente da cromatina. Nucleos picndticos
também foram observados tanto nas células do endosperma  COmC
nas células do embrido. Células cotiledonares apresentaram
nncleocs com cromatina condensada e vacuolizada. No eixo

embrionario, além da condensacao cromatinica nao foram

encontrados nucléclos.
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Figura 1: Cortes transversais de endosperma de sementes

viavel e inviavel submetidos a coloracdo pela Hematoxilina (He)

e Floxina (F) para Caracterizacdo geral.

la: Semente viavel. S&o observadas paredes celulares (P)
lamela média pbouco coradas pela He.

e a

No citoplasma sio vistos

glébulos F positivo () e outros gldébulos niao corados ()

localizados préximos a parede celular. No centro do Citoplasma

encontramos um contetido homogéneo F positivo. O nucleo

apresenta-se corado pela He e deslocado bara a periferia do

citoplasma. S3o visualizadas algumas regides de Cromatina

compactada enquanto os nucledlos apresentam-se intensamente

corados pela He (=) . 1050x.

1b: Semente inviavel. Podem ser observadas paredes celulares

(P) e a lamela média coradas pela He em roxo. No citoplasma sao

vistos poucos gloébulos (») e um material homogéneo F positivo

localizado préximo i parede celular (*), além de um contetdo

homogéneo intensamente corado pela F localizado no centro de

citoplasma. O ntcleo apresenta-se corado pela He e deslocado
para a periferia. S3o Visualizadas algumas regides de Cromatina

compactada coradas pela He (—). 1050x.






Figura 2: Cortes transversais de endosperma de sementes viavel

e inviavel corados pelo Azul de Toluidina (AT) a pH 4,0 para

detec¢do de radicais aniénicos e metacromasia.

2a: Semente viavel. Note as paredes celulares (P) e a lamela
média coradas em tom arroxeado (metacromaticos). No citoplasma
sao vistos gloébulos corados em azul-esverdeado (ortocromaticos)
(=) e inumeros glébulos nao corados localizados @) préximos a
parede celular. No centro do citoplasma encontramos um conteudo
homogéneo levemente corado em azul-esverdeado. O nucleo esta
corado em azul e esta deslocado para a periferia do citoplasma,
sendo ai wvizualizadas algumas regides de cromatina mais

compactada e o nucléolo (=) apresenta-se corado em roxo. 1050x.

2b: Semente inviavel. Note a diminuicido na intensidade de
coloracdo das paredes celulares (P). No citoplasma s&o vistos
poucos gldébulos corados em azul-esverdeado (—). O ntcleo estéa
corado em azul e deslocado para a periferia, sendo ai

vizualizadas intmeras regides de cromatina compactada (m=).
1050x.
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Figura 3: Cortes transversais de endosperma de sementes vidvel

e invidvel submetidos a coloracdo pelo Xylidine Ponceau (XP) a
PH 2,5 para detecciao de radicais catiénicos.

3a: Semente viavel. As bParedes celulares (P) encontram-se pouco
coradas. No citoplasma sio vistos glébulos de natureza proteica
corados em vermelho (=) em contraste com outros gldébulos Xp-
negativos () localizados préximos & parede celular. No centro
do citoplasma e entre os gldébulos XP-positivos encontramos um

conteudo homogéneo intensamente corado (*). 420x.

3b: Semente inviavel. Observa~-se uma reducdo na intensidade de
coloracdo de todo o conteldo XP-positivo quando comparado com o
mesmo na figura 3a, além da presenca dos glébulos XP-negativos

(>) localizados préximos a parede celular. 420x.
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Figura 4: Cortes transversais de endosperma de sementes viavel

e inviavel submetidos a reacdo do PAS para deteccdo de

polissacarideos e glicoproteinas.

4a: Semente vidvel. Note as paredes celulares (P) intensamente

coradas, um conteldo citoplasmatico heterogéneo PAS-positivo e

globulos de diferentes tamanhos PAS-negativos (—). 420X.

4b: Semente inviavel. Observe as paredes celulares coradas (P)
€ a presenca das nodosidades (N). Un contelido PAS-positivo
homogéneo pode ser observado no centro do citoplasma (® e um

conteudo PAS-negativo homogéneo OCupa posicdo parietal (—).
420x.






Figura 5: Cortes tranversais de endosperma de sementes viavel e

invidvel observados ao microscépio de polarizacdo,

polarizador e o analisador cruzados.

5a: Semente viavel. Note a birrefringéncia das

celulares e de suas nodosidades (—). 420x

5b: Semente inviavel. A birrefringéncia

significativamente em relacdo as sementes viaveis acima.

com  ©

paredes

diminui
420x%.,






Figura 6: Cortes transversais de endosperma de sementes viavel

e inviavel observados ao Microscépio Eletrénico de Varredura.

6a: Semente viavel. Paredes celulares (P) espessas com
saliéncias que deixam cavidades penetradas por projecdes
citoplasmaticas ). Adjacente & parede celular Observa-se uma
Camada homogénea de glébulos de lipidios (L). 3300x,

6b: Semente viavel. Paredes celulares (P) espessas e
distendidas. 2000x.

6c: Semente viavel. Paredes celulares (P) espessas e integras.
Note a presenca de glébulos de lipidio (L) citoplasmaticos.
Adjacente ao endosperma observamos o presenca de células do
eixo embrionario (E). 1250x.

6d: Semente inviadvel: Note a presenca das nodosidades (N) das
paredes celulares distendidas. Essas nodosidades estendem-se ao
longo da parede. Observe ainda a presenca de regides da parede
celular rompidas (—). L: glébulos citoplasmaticos de lipidios
(L). 3750x.

6e: Semente inviavel, Nodosidade da parede celular apresentando
componentes da parede celular com aspecto fibrilar (N). Observe
OS corpos proteicos (CP) e glébulos semelhantes a lipidio (L)
citoplasmaticos. 5000x.

6f: Semente invidvel. Detalhe de paredes celulares rompidas,
com aspecto fibrilar (). Glébulos de lipidios (L) em menor

quantidade estao localizados préximos as paredes celulares.
2500x






Figura 7: Cortes transversais de Endosperma de sementes vidvel

e inviadvel observados ao Microscépio Eletrénico de Transmissio.

7a: Semente viavel. Observam-se as espessas paredes celulares
distendidas (P) e no centro a lamela média (LM) . Note a
auséncia de €Spacos intercelulares. Adjacente & membrana

plasmética encontra-se uma camada homogénea de glébulos de
lipidios (L). 9000x.

7b: Semente inviavel. Paredes celulares distendidas (P). Note o
aspecto mais fibrilar dos componentes da parede secundaria (.
Observe a bPresenca de uma camada homogénea de glébulos de
lipidios (L) adjacente & membrana plasmatica (me) e inseridos
em uma matriz proteica (*). 12760x.






Figura 8: Cortes transversais de endosperma de sementes viavel

e invidvel observados ao Microscépio Eletrédnico de Varredura.

8a: Semente viavel. Detalhe da rede de filamentos de

carboidratos Citoplasméticos (ca) e a presenca de gldébulos de
lipidios (L). 8050x. .

8b: Semente inviavel. Paredes celulares finas
(P) apresentam projecdes dirigidas ao Citoplasma (™). ¢

Citoplasma contén pequenos gldébulos de lipidios (L) e
filamentos de carboidratos (ca). 2300x

8c: Semente viavel. Paredes celulares €spessas (P) ditendidas.
O citoplasma apresenta uma camada homogénea de glébulos de
lipidios (L) adjacentes a parede celular e filamentos de

carboidratos que se estendem de uma parede a outra (ca). 1725x

8d: Semente inviavel. Paredes celulares finas e distendidas,
note a presenca de uma fenda (») na parede celular. No
citoplasma pode-se observar a presenca de pequenocs glébulos de
lipidios (L) e de filamentos de Carboidratos (ca) que se

estendem de uma parede celular a outra. 2200x.






Figura 9: Cortes transversais de endosperma de sementes vigvel

e inviavel observados ao Microscépio Eletrénico de Varredura.

9a: Semente viavel. Glébulos de lipidios formando uma camada

homogénea (L), corpo protéico recoberto (CP) por aparentes
glébulos de lipidios e filamentos de carboidratos (m) . 5200x.

9b: Semente invidvel. Detalhe da reduzida quantidade de

glébulos de lipidios (L) e a bresenca de corpos protéicos lisos
(CP) localizados proximos a fina parede celular (P). 7000x.

9c: Semente vidvel, Corpo protéico fraturado (cp). Note a

natureza compacta do Seu conteudo além da pPresenca de glébulos
de lipidios (L). 6000x.

9d: Semente invidvel. Paredes celulares delgadas (P). Note a
bresenca no citoplasma de COrpos protéicos de aspecto homogéneo

e liso (CP) e a pPequena quantidade de gldébulos de lipidios
(L) . 2300x.






Figura 10: Cortes transversais de endosperma de semente

inviavel observados ao Microscoépio Eletrdnico de Varredura.

10a: Paredes celulares finas e distendidas (P), glébulos
lipidicos (L) Citoplasméaticos Ocupando posicao parietal, Corpo
protéico central e integro (CP). Note @ presenca dos filamentos
de carboidratos (™). 3750x.

10b: Paredes celulares com aspecto fibrilar (P). Note a

bresenca de pequena quantidade de glébulos de lipidios (L) e
COrpo protéico (Cp) integro. 3000x

10c: Paredes celulares finas € rompidas (=), Note a Presenca de

uma separacdo entre paredes celulares adjacentes (=). No
Citoplasma observa-se pPequena quantidade de glébulos de lipidio
(L) ocupando posicdo parietal e um corpo protéico central,

partido (CP). Note a natureza compacta do Seu conteudo. 3450x.

10d: Paredes celulares distendidas (P) delimitam duas células
adjacentes. Gldébulos de lipidios (1) formando uma camada
parietal sdo observados. Pequenos filamentos {(—) sdo

encontrados entre os glébulos de lipidios. 4800x.






Figura 11: Cortes transversais de endosperma de semente viavel

observados ao Microscépio Eletrénico de Transmisséao.

11la: Citoplasma de célula parenquimatica do endosperma
mostrando camada homogénea de glébulos de lipidios (L) ocupando
posicdo parietal. No espaco periplasmatico e proximo aos
gldébulos lipidicos € entre estes encontram-se granulos
osmiofilicos (»). A regido central do Citoplasma é preenchida

POr uma matriz proteica (p) e corpos protéicos (cp). 11000x.

11b: Detalhe de um COrpo protéico (CP) com contetido homogéneo
localizado entre os glébulos de lipidios (L). o0s lipidios estao

mergulhados em uma matriz de proteinas difusas (p). 13200x.

lle: Citoplasma delimitado bPela parede celular distendida e
membrana plasmatica (me) evidente. No citoplasma encontramos
entre os glébulos de lipidios (L) vacuolos com contetido mais ou
menos granular (v). Note 4 presenca de um grande granulo
osmiofilico (—) entre 0s lipidios. Na regido central do

citoplasma encontramos proteinas difusas (p). 9240x.

11d: Detalhe do nicleo de uma célula bParenquimdtica do
endosperma apresentando cromatina frouxa, com algumas regides
mais compactadas (=). Observe a maior deposicdo de material

protéico adjacente ao envoltério nuclear (en) . Adjacente ao
nicleo encontramos um glébulo de lipidio (L). 21600x,
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Figura 12: Cortes transversais de endosperma de semente

inviavel observados ao Microscépio Eletrénico de Transmissio.

12a: No Citoplasma da célula Parenquimatica do endosperma
Observa-se uma camada de glébulos de lipidios (L) imersos em
uma matriz proteica (p), localizada Proéximo a parede celular
(P). Entre os glébulos de lipidios encontram-se varios vaciuolos
(v) de diferentes tamanhos. 0 citoplasma encontra-se retraido
€m relacdo & parede celular. A membrana plasmatica apresenta-se
retraida e pode-se observar na regisgo Periplasmatica o
brotamento de vesiculas e 3 Presenca de granulos osmiofilicos
(). A camada mais interna da parede celular apresenta um
aspecto mais fibrilar, 16100x.

12b: Parede celular (P) distendida apresentando nodosidades (N)
delimitando duas células adjacentes. Note o aspecto fibrilar
dos componentes da parede secundéaria (*). Glébulos de lipidio

(L) sao encontrados préximos a membrana plasmatica e inseridos
€m uma matriz proteica. 7800x

12¢c: Paredes celulares adjacentes (Pp) delimitando duas células
parenquimadticas do endosperma. Observe o aspecto fibrilar dos
componentes da parede Secundaria (*). Note a distribuicao
uniforme dos glébulos de lipidios (L) imersos em uma matriz
proteica. Granulos osmiofilicos (™) aparecem entre 0s ¢glébulos
lipidicos, além de um material granular fortemente osmiofilico
(=) depositado no €Spaco periplasmatico. 6000x.

12d: Parede celular distendida (P) delimitando citoplasma onde
Observam-se glébulos de lipidios (L) imersos em matriz proteica
€ gréanulos osmeofilicos (™) e um material granular fortemente
osmiofilico (—») depositado no eSpaco periplasmatico. Note a

bresenca de corpo protéico (CP) apresentando membrana retraida
entre os glébulos de lipidios. 8700x.
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Figura 13: Cortes transversais de cotilédone de sementes
vidvel e inviavel submetidos & coloracdo pela Hematoxilina (He)

e Floxina (F) bara caracterizacio geral.

13a: Semente viavel. Note as paredes celulares coradas pela He
€M roxo. No citoplasma observa-se um material F-positivo. 0s
nucleos apresentam Cromatina com algumas regides compactadas
sendo corados pela He (™). Observe ainda a bPresenca de uma

matriz de mucilagem (M) He-positiva entre as folhas
cotiledonares. 420x.

13b: Semente invidvel. As paredes celulares apresentam-se
Ccoradas pela He em roxo. No citoplasma observa-se a presenca de
um material homogéneo F-positivo localizado préximo a parede
celular, além de glébulos corados com menor intensidade pela F
encontrados na regido mais central do citoplasma. Os nucleos
apresentam-se picnéticos (™), corados pela He, ocupando posicéao
parietal. Entre o endosperma (EN) e o cotilédone (C) observa-se

a presenca de uma mucilagem (M) He-positiva. 420x.
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Figura 14: Cortes transversais de eixo embrionario de
sementes viavel e invigvel submetidos a coloracao pela

Hematoxilina (He) e Floxina (F) para caracterizacdo geral.

14a: Semente viavel. Note as paredes celulares coradas pela He
eém magenta. No citoplasma Observa-se um material granular F-
positivo além de regides F-negativa. O niucleo corado pela He

mostra algumas regides de cromatina condensada (). 420x.

14b: Semente inviavel. Note as paredes celulares coradas pela
He em magenta. No citoplasma Observa-se um material homogéneo
F-positivo além de varios granulos intensamente corados. Os
nucleos s3o corados pela He, sendo que alguns deles apresentam
Cromatina mais compactada (=) . Alguns ntcleos picnéticos podem

ser observados (—). 420x.
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Figura 15: Cortes transversais de cotilédone de sementes viavel
e inviavel corados pelo Azul de Toluidina (AT) a PH 4,0 para

deteccdo de radicais anidnicos e metacromasia.

153a: Semente viavel. Note as paredes celulares finas e
distendidas coradas em Toxo. O nucleo das células COram-se em
azul, apresentando algumas regides de cromatina compactada (.

Observe a bpresenca da mucilagem (M) entre as duas folhas
cotiledonares. 420x.

15b: Semente inviavel. Paredes celulares finas e coradas em
ToXo. Os ndcleos ocupam posicdo parietal e apresentam varias
regides cromatinicas compactada fortemente coradas. Observe a
presenca de nucleos picnéticos (=). Entre as folhas

cotiledonares observamos a Presenca da mucilagem (M). 420x.
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Figura 16: Cortes transversais de eixo embriondrio de sementes
viadvel e inviavel corados pelo Azul de Toluidina (AT) a PH 4,0

para deteccdo de radicais anidnicos e metacromasia.

l6a: Semente viavel. Note as paredes celulares coradas em rOX0
€ a presenca de plasmodesmas (») . No Citoplasma observa-se a
presenca de um material granular corado em verde. O ntcleo das

células do eixo embriondrio coram-se em azul, apresentando

algumas regides de cromatina condensada (=) . 420x.

16b: Semente inviavel. Note as paredes celulares coradas em

r'oxXo e com plasmodesmas (). No citoplasma observa-se a

presenca de wuma quantidade reduzida de material granular
corado em verde. O nuicleo cora-se em azul, sendo observados

alguns nucleos apresentando cromatina mais Compactada (—).
420x.
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Figura 17: Cortes transversais de cotilédone de sementes viavel
e inviavel submetidos a coloracdo pelo Xylidine Ponceau (XP) a

PH 2,5 para deteccdo de radicais catidnicos.

17a: Semente viavel. As paredes celulares encontram-se pouco

coradas (*). No citoplasma s3o vistos gldébulos de natureza

proteica corados em vermelho (™). 1050x.

17b: Semente inviavel. Paredes celulares pouco coradas (*). No
Citoplasma observa-se a presenca de material globular corado e
um granulo XP-positivo de natureza proteica localizado proximo

a parede celular (=). No centro do citoplasma encontra-se uma
regido de coloracao XP-negativa. 1050x.
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Figura 18: Cortes transversais do eixo embriondrio de sementes
viadvel e inviavel submetidos a coloracao pelo Xylidine Ponceau

(XP) a pH 2,5 rara deteccdo de radicais catiénicos.

18a: Semente viadvel. As paredes celulares encontram-se pouco

coradas (*). No citoplasma observa-se um material granular de

natureza proteica corado em vermelho (m=).1050x.

18b: Semente inviavel. Paredes celulares pouco coradas (*). No

citoplasma observa-se a presenca de material granular (*) e um
glébulo XP-positivo (=) de natureza proteica localizado préximo

& parede celular. No centro do citoplasma encontra-se uma
regi&do de coloracido Xp- -negativa. 1050x.
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Figura 19: Cortes transversais de cotilédone de sementes viavel

e inviavel submetidos a reacdo do PAS para deteccido de
polissacarideos e glicoproteinas.

19a: Semente viavel, Note as paredes celulares intensamente

Coradas e a presenca de bPequenos granulos Citoplasmaticos PaAS-
positivos. 420x.

19b: Semente invidvel. Observe a alteracdo na coloracdo das

parede celulares e do contetudo Citoplasméatico PAS-positivo

quando comparados com as sementes viaveis acima. 420x.






Figura 20: Cortes transversais do eixo embrionario de Sementes

viavel e inviavel submetidos a reacao do PAS para a deteccdo de
polissacarideos e glicoproteinas.

20a: Semente viavel, Note as paredes celulares intensamente

coradas e a presenca de bequenos granulos Citoplasmaticos PAS-
positivos. 420x.

20b: Semente invidvel. Observe a alteracdo na coloracdo das

parede celulares e do conteddo citoplasmatico PAS-positivo

quando comparados com as sementes viaveis acima. 420x.






Figura 21: Eixo Embrionario de Semente vigvel observado ao

Microscépio Eletrénico de Varredura.
2l1la: Cotilédone (C) e Eixo Embrionario (E). 66, 5x%.

21b: Corte transversal de semente de (. arabica mostrando

Endosperma (EN) e Cotilédone (C). 770x.

21lc: Corte longitudinal de Semente de (. arabica mostrando

Endosperma (EN), Cotilédone (C) e Eixo Embrionario (E). 110x.

21d: Corte transversal de semente de (. arabica mostrando

Endosperma (EN) e Eixo Embriondrio (E). 230x.
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Figura 22: Cotilédone de sementes vidvel e inviavel observados

ao Microscépio Eletrédnico de Varredura.

22a: Semente viavel. Vista frontal da Superficie de cotilédone
de semente viavel. Note a uniformidade das paredes celulares

das células epidérmicas (—) .2850x.

22b: Semente inviavel. Vista frontal da superficie de

cotilédone de semente inviavel. Note o aspecto retraido das

paredes celulares das células epidérmicas (—). 2850x.
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Figura 23: Cortes transversais de Cotilédone de sementes viavel

e inviavel observados ao Microscoépio Eletrénico de Varredura.

23a: Semente viavel. Paredes celulares finas (P). Note a
disposicdo parietal dos glébulos de lipidio (L) formando uma
camada homogénea. Entre 0s gldébulos de lipidio sao observados
COIpos protéicos (CP). Os filamentos de Carboidratos formam uma

malha citoplasmatica (—=). 3750x.

23b: Semente invidvel. Detalhe de células cotiledonares onde
pode-se observar paredes celulares finas e distendidas (P), o

reduzido numero de glébulos lipidicos (L), corpos protéicos

(CP) e os filamentos de carboidratos (=) . 6400x.

23c: Semente viavel. Células cotiledonares com gldébulos de

lipidios (L) localizados proximos a parede celular (P). Note os

filamentos de carboidratos (—») e Corpos protéicos (CP)

dispersos entre os glébulos lipidicos. 3850x,

23d: Semente inviavel. Note o reduzido ntumero de gldébulos de
lipidios (L) localizados proximos a parede celular (P). Entre

0s gldbulos lipidicos observam-se filamentos de carboidratos
() . 5400x.






Figura 24: Cortes transversais de cotilédone de semente viavel

e invidvel observados ao Microscépio Eletrénico de Varredura.

24a: Semente viavel. Note a disposicao parietal dos glébulos de
lipidio (L). Filamentos de carboidratos (m) sio encontrados

entre os glébulos de lipidio e COrpos protéicos (CP). 7700x.

24b: Semente inviavel. Detalhe de células onde pode-se observar
paredes celulares finas € retraidas (P). Note a2 presenca do

reduzido numero de glébulos lipidicos (L) e corpos protéicos
(CP). 2880x.

24c: Semente viavel. Células do eixo embriondrioc com gldébulos

de lipidios (L) localizados préximos a parede celular (P) fina
e distendida. 8050x.

24d: Semente inviavel. Note o reduzido numero de gldébulos de

lipidios (L) OCupando posicéao parietal. Paredes celulares
delgadas e levemente retraidas. 24OOX,






Figura 25: Cortes transversais de cotilédone de semente viavel

observados ao Microscépio Eletrdnico de Transmissio.

25a: Paredes celulares (P) finas e delgadas. No citoplama sao
observados glébulos de lipidio (L) préximos & parede celular
imersos em uma matriz proteica (p) . Mitocéndrias (M)  sao
oObservadas entre os glébulos lipidicos ou logo abaixo destes.
Pequenos vacuolos (v) s&o detectados nesta mesma regido. No

grande vactolo (V) central encontram-se varias endomembranas.
13200x.

25b: Paredes celulares (P)  distendidas delimitam espaco
intercelular (). Note a Presenca de plasmodesma (™). Os
glébulos lipidicos (L) ocupam pPosicdo parietal. Mitocdéndrias
(M) podem ser observadas préximas aos lipidios, assim como
vacuolos (v) de tamanho variados com contetido mais ou menos

granular imersos em uma matriz proteica (p). 13200x.

25c: As paredes celulares (P) delimitam espacos intercelulares
(e). Note a camada de glébulos de lipidios (L) ocupando posicao

parietal. Préximo aos lipidios s&o observados plastoglébulos
(=) . 13300x.

25d: Detalhe do nucleo (N}, com regides de Cromatina mais
condensada e nucléolo (NU) evidente. 0 niucleo é delimitado por
envoltério nuclear, onde complexos de poro podem ser observados
) . No Citoplasma, adjacente ao nicleo, sio detectados dois

plastoglébulos (=) . 17500x%.
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Figura 26: Cortes transversais e longitudinais de cotilédone de
semente inviavel observados ao Microscépio Eletrdnico de
Transmissao.

26a: Paredes celulares (P) de células adjacentes retraidas,
delimitando €sSpacos intercelulares (e). Os glébulos de lipidio
(L) ocupam posicdo parietal. Observe a presenca de um grande
gldébulo lipidico (L*) . Vacuolos (V) com contetudo mais Ou menos

granular sdo observados ocupando posicdo central no citoplasma.

além da presenca de corpos proteéicos (CP). Observa-se a

deposicao de pPequenos granulos osmiofilicos (—») abaixo da
membrana celular. 13300x.

26b: Detalhe do citoplasma de duas células cotiledonares
mostrando os pequenos vaculos (v) e um grande vactuolo central
(V). Eles podem apresentar conteudo com maior OoOu menor
granulacdo. Os glébulos de lipidio OCupam posicaoc parietal. O
nicleo (N) apresenta cromatina condensada e nucléolo {(NU)
evidente. 8800x.

26c¢: Células cotiledonares mostrando gldébulos lipidicos
(m) localizados préximos & parede celular, pequenos vacuolos (v)
com contetddo mais ou menos granular dispersos pelo citoplasma,
presenca de vacuolo central grande (V) € com  contetdo
heterogéneo. Note o acumulo de granulos osmiofilicos no espaco
perimembranosc (m) . 8800x.

26d: Detalhe do citoplasma mostrando gldébulos lipidicos (L)
localizados préximos a parede celular, wvactolos (v com
conteudo mais ou menos granular e o ntcleo (N) ocupando posicao
parietal. O nicleo apresenta cromatina condensada e vacuolizada
(™) com nucléolo (NU) granular e evidente . observe a presenca

de granulacdes osmiofilicas no €Spaco perimembranoso. 14080x.
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Figura 27: Cortes transversais de eixo embrionario de semente

viavel observados ao Microscépio Eletrdnico de Transmissao,

27a: As paredes adjacentes s&do finas e distendidas e delimitam
células com contetdo citoplasmatico denso. Note 0s gldbulos de
lipidio (L) proximos & parede celular. Vactolos (v) de
diferentes tamanhos e conteudo heterdgeneo localizam-se na

regiao central do citoplasma. Note a pPresenca de vacuolos com
conteudo granular (V*) . 7200x

27b: Detalhe de Corpos protéicos (cp) localizados entre os

gldobulos de lipidios (L) imersos em uma densa matriz proteica
(p). 14960x.

27c: Paredes celulares (P} delgadas. No Citoplasma encontramos
mitocdndrias (M), wvactolos (v) com conteudo heterogéneo e

globulos de lipidios (L) localizados préximos a parede celular.
12100x.

27d: Detalhe de um nucleo (N) com envoltérioc nuclear com
complexos de poros (™). A Cromatina apresenta algumas regides

mais compactadas () e nucléolo (NU) evidente. 17500x
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Figura 28: Cortes transversais de eixo embriondrio de semente

inviavel observados ao Microscépio Eletrédnico de Transmissao.

28a: Células do eixo embrionario com citoplasma denso. Paredes
celulares (P) finas e distendidas apresentando um aspecto
vacuolizado. Note a pPresenca de glébulos lipidicos com aspecto
disforme (L) e tamanho variado. Observe a quantidade reduzida
de proteina difusa (P) e a presenca de intmeros vactolos (v)

com conteide mais ou menos granular. VactUolos periféricos

Sugerem a fragmentacdo da membrana plasmatica (=) 11000x.

28b: Paredes celulares (P) vacuolizadas delimitando células
adjacentes e um grande espaco intercelular (e). Os lipidios
podem ser encontrados na forma de grandes gldébulos (L) e em
numero reduzido. Vacuolos (v) com conteudo heterdgeneo siao

observados. Note o aspecto granular das proteinas difusas (p).
7500x.

28c: Note a presenca de varios vacuolos (v) com contetido mais
Ou menos granular ocupando posicd@o central no citoplasma, além
da presenca de vacuolos periféricos que sugerem a fragmentacio
da membrana plasmatica (—). Parte de um grande glébulo de

lipidio (L*) pode ser observado. Note o aspecto granular da
matriz proteica (p). 20400x.

28d: As paredes celulares sao finas, distendidas e com contetdo
nao homogéneo. Note o ntmero reduzido de gldébulos de lipidio e
varios vactolos (v). Nucleo alongado (N) ocupando posicéo

parietal com cromatina bastante homogénea e um provavel

nucléolo pouco visivel. 11900x.
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