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Estrutura anatdbmica da semente madura de T. cacao L. A- semente em
seccao longitudinal; B- detalhe da semente em corte longitudinal,
adaptado de AKISSUE & OLIVEIRA (1991).

Cole¢do de frutos de Theobroma “Addison O’Neill”’- Embrapa
Amazonia Oriental/Belém-PA.

T. grandiflorum. A- Planta cultivada; B- Aspecto geral do fruto; C-
aspecto externo da semente; D- Semente em secgdo longitudinal.

T. obovatum. A- aspecto da arvore; B- detalhe do fruto; C- fruto (corte
longitudinal); D- fruto (corte transversal); E- semente (corte
longitudinal); F- aspecto externo de uma semente.

T. speciosum; A- aspecto geral da arvore; B- fruto (aspecto geral), C-
fruto (corte transversal); D- semente (aspecto externo); E e F- semente
em corte longitudinal (detalhe do embrido).

T. subincanum. A- aspecto geral da arvore; B,C, D- detalhe do fruto
(observar polpa de coloracdo branca); E- aspecto externo da semente.

T. obovatum x T. subincanum. A e B- aspecto geral do fruto, C- Fruto
em corte longitudinal; D- fruto em corte transversal; E- aspecto geral
da semente; F- semente em corte longitudinal

T. grandiflorum. A- superficie do tegumento externo (MEV); B-
tricomas (tr) na epiderme externa (MEV); C- detalhe dos tricomas (tr)
na epiderme externa do tegumento externo (MEV); D- Idioblasto com
mucilagem em seccdo transversal (MEV); E- Idioblastos de
mucilagem agrupados no tegumento externo; F- detalhe do idioblasto
de mucilagem no parénquima do tegumento externo.

T. grandiflorum. A- seccdo transversal evidenciando os feixes
vasculares (fv) e a camada de células esclerificadas (seta), B- camada
de células esclerificadas e epiderme interna do tegumento interno, C-
células parenquimaticas do tegumento externo (MEV); D- parénquima
cotiledonar mostrando células com compostos fendlicos (seta); E-
superficie da epiderme interna do tegumento interno; F- células do
parénquima cotiledonar (MEV).

T. grandiflorum. A- Células do parénquima cotiledonar com nicleos
(seta) bem evidenciados; B- idioblastos com contetido fendlico (seta);
C- tricomas glandulares na epiderme cotiledonar;D- tricoma glandular
com formacao de pedinculo.

T. grandiflorum. A- Detalhe do eixo hipocotilo-radicula, células com
contetdo fendlico (seta).

T. obovatum. A- Idioblastos de mucilagem no tegumento externo;B-
detalhe da epiderme externa do tegumento externo.; C- Idioblastos de
mucilagem no tegumento externo; D- parénquima cotiledonar (seta)
MEV; E e F- eixo hipocétilo-radicula.; G- detalhe dos feixes
vasculares (fv) no tegumento externo.

T. obovatum. A- camada de células esclerificadas; B e C- cristais de
oxalato de célcio na superficie da epiderme interna do tegumento
externo (seta) MEV; D- células do parénquima cotiledonar
(evidenciando o0s nucleos e conteudo fenodlico); E- tricomas
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glandulares na epiderme cotiledonar com pedinculo; F- detalhe dos
tricomas glandulares sem formacé&o de peddnculo.

T. speciosum. A- Idioblastos de mucilagem no tegumento externo; B-
parénquima do tegumento externo (MEV); C- detalhe das drusas nas
células parenquimaticas (seta); D- camada de células esclerificadas
(seta); E- camada de células esclerificadas (MEV); F- detalhe da
epiderme interna do tegumento interno (epi).

T. speciosum. A- células do parénguima cotiledonar com compostos
fendlicos (seta); B- idioblastos com mucilagem (id) no parénquima
cotiledonar; C- idioblastos (id) agrupados no parénquima
cotiledonar;D- tricomas (tr) glandulares com haste longa na epiderme
cotiledonar; E- estbmatos (seta) na epiderme cotiledonar.

T. subincanum. A- superficie da epiderme externa do tegumento
externo MEV; B- saco de mucilagem (sm) no parénquima do
tegumento externo; C- sacos de mucilagem (seta) MEV; D- camada
de células esclerificadas (seta) e parénquima cotiledonar (pcot); E-
epiderme interna do tegumento interno (seta); F- cristais na epiderme
interna do tegumento interno (MEV).

T. subincanum. A- parénquima cotiledonar; B- drusas na epiderme
cotiledonar (seta preta); C- tricomas (tr) glandulares na epiderme
cotiledonar; D- tricomas (tr) glandulares com peddnculo.

T. obovatum x T. subincanum A- seccdo, idioblastos de mucilagem
(seta grande), camada de células esclerificadas (seta menor) e
parénquima cotiledonar (pcot) MEV; B- células do parénguima
cotiledonar (pcot); C- células do parénquima cotiledonar evidenciando
graos de amido (seta) MEV; D- camada de células esclerificadas (seta)
MEV.

T. obovatum x T. subincanum. A- estruturas de reserva encontradas no
eixo hipocétilo-radicula (seta) MEV; B- células do paréngquima
cotiledonar com nucleos evidentes (seta); C- drusas entre a epiderme
cotiledonar (seta menor) e feixes vasculares (fv); D- tricomas
glandulares na epiderme cotiledonar (tr).

T. grandiflorum x T. subincanum. A- tricoma (tr) na epiderme externa;
B- detalhe do tricoma na epiderme externa (seta); C- idioblastos com
mucilagem no tegumento externo; D- células esclerificadas (seta); E-
feixes vasculares em sec¢do longitudinal (fv) no parénquima; F- resto
de endosperma entre os cotilédones (seta).

T. grandiflorum x T. subincanum. A- células do parénquima sub-
epidérmico (seta); B- drusas no parénquima (seta); C- tricomas
glandulares no epiderme do parénquima cotiledonar (seta); D-
tricomas glandulares na epiderme cotiledonar com formacéao de haste
longa (seta).

T. grandiflorum x T. obovatum. A- epiderme externa do tegumento
externo (epe); B- Idioblastos com mucilagem no tegumento; C e D-
detalhe das células do parénquima; E- camada de células em palicada
(seta).

T. grandiflorum x T. obovatum A- tricoma glandular (tr) na epiderme
cotiledonar; B- tricoma estrelado na epiderme cotiledonar (seta); C-
células do parénquima cotiledonar (observar conteiido fendlico) (seta).
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T. grandiflorum. A e B- células do parénquima cotiledonar PAS positivas
(destacando grdos de amido (seta) e parede celular (cabeca de seta); C-
células do parénquima cotiledonar CBB positivas evidenciando nucleos
(seta ); D- regido do eixo embrionério mostrando reagdo positiva ao CBB
(seta); E e F- células do parénquima cotiledonar CBB positivas
evidenciando corpos protéicos (seta) e corpos lipidicos (cl).

T. grandiflorum. A- sacos de mucilagem no tegumento externo
evidenciando reacdo metacromatica ao AT-O (sm); B- sacos de
mucilagem com reacdo positiva ao AB (sm); C- sacos de mucilagem no
eixo hipocétilo radicula com reagdo metacromatica ao AT-O (seta); D-
sacos de mucilagem no eixo hipocétilo-radicula com reacdo positiva ao
AB (seta).

T. subincanum. A- Idioblastos com mucilagem no tegumento externo
com reacdo metacromatica ao AT-O (sm); B e C- Idioblastos com
mucilagem no tegumento externo (seta maior) e a regido entre 0s
cotilédones (seta menor) mostrando reacao positiva ao AB; D- células do
parénquima cotiledonar CBB positivas com pequenas granulagdes
protéicas (seta).

T. subincanum. A- células do parénquima cotiledonar com citoplasma
positivo ao CBB e com idioblastos com corpos lipidicos (seta); B- células
do parénquima cotiledonar evidenciando corpos protéicos (cabega de
seta); C e D- células do parénguima cotiledonar PAS positivas com
reacdo na parede celular (cabeca de seta) e gréos de amido no citoplasma
(seta maior).

T. speciosum. A- Idioblastos com mucilagem no tegumento externo AB
positivos (seta); B- Idioblastos com mucilagem no tegumento externo
com reacdo metacromatica ao AT-O.

T. speciosum. A e B- células do parénquima cotiledonar PAS positivas
com reacdo na parede celular (cabeca de seta) e grdos de amido no
citoplasma (seta); C e D- idioblastos no parénguima cotiledonar
mostrando reacdo positiva ao AB (seta); E- idioblastos no parénquima
cotiledonar com reacdo metacromatica ao AT-O (seta); E- células do
parénquima cotiledonar com reacéo positiva ao CBB (seta).

T. obovatum. A- ldioblastos com mucilagem no tegumento externo com
reacdo positiva ao AB (seta); B- Idioblastos com mucilagem no
tegumento externo com rea¢do metacromatica ao AT-O (seta);C e D-
granulagbes protéicas no parénquima cotiledonar corados com CBB
(seta); E e F- células do parénquima cotiledonar PAS positivas
mostrando grdos de amido (cabeca de seta) e parede celular PAS positiva
(seta maior).

T. grandiflorum x T. obovatum. A- Idioblastos com mucilagem com
reacdo positiva ao AB (sm); B e C- Idioblastos com mucilagem com
reacdo metacromatica ao AT-O (sm); D- Idioblasto com mucilagem no
tegumento externo mostrando reagdo positiva ao AT-O (sm); D- células
PAS positivas no parénquima cotiledonar mostrando grdos de amido (seta
preta), parede celular (seta branca) e idioblastos com contetdo lipidico
(*); E- células do parénquima cotiledonar PAS positivas evidenciando
grdos de amido (seta pequena) e parede celular (seta maior); F- células do
parénquima cotiledonar positivas ao CBB, evidenciando corpos protéicos
(seta).
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T. subincanum x T. obovatum. A- Idioblastos com mucilagem no
tegumento externo com reagdo metacromatica ao AT-O (seta); B- regido
central do eixo embrionario com reacdo metacromética ao AT-O (*); C-
Idioblastos com mucilagem no tegumento externo AB positivos (sm); D-
regido central do eixo embrionario AB positivo (*).

T. subincanum x T. obovatum. A e B- células do parénquima cotiledonar
PAS positivas evidenciando parede celular (cabeca de seta) e gréos de
amido (seta); C e D- células do parénguima cotiledonar mostrando reacao
positiva ao CBB (evidenciando algumas granulagcfes protéicas e contetdo
celular) (seta).

T. grandiflorum x T. subincanum. A e B- Idioblastos com mucilagem no
tegumento externo com reacdo metacromatica ao AT-O (sm); C-
Idioblastos com mucilagem no tegumento externo com reacdo positiva ao
AB (sm); D- detalhe dos Idioblastos com mucilagem agrupados no
tegumento externo PAS positivas (sm).

T. grandiflorum x T. subincanum. A- células do parénquima cotiledonar
(CBB positivas, com algumas granulagfes protéicas); B e C- células do
parénquima cotiledonar (reacdo positiva ao PAS evidenciando parede
celular e gréos de amido); D- detalhe dos idioblastos com mucilagem na
regido central do eixo embrionédrio (AT-O evidenciando forte reacdo
metacromatica).
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RESUMO:

O género Theobroma é bastante conhecido devido a espécie Theobroma cacao L.,
utilizada mundialmente na fabricacdo de chocolate. As espécies silvestres deste género sdo
importantes por representarem um banco de genes que poderd vir a ser usado no
melhoramento genético das espécies mais importantes economicamente, como o cacau (T.
cacao) e o cupuacu (T. grandiflorum). Diante da importancia deste género para a regido
amazonica neste trabalho foram estudadas a anatomia e histoquimica de 4 das 22 espécies do
género (T. grandiflorum, T. obovatum, T. speciosum e T. subincanum) e de 3 de seus hibridos
(T. grandiflorum x T. obovatum, T. grandiflorum x T. subincanum e T. subincanum x T.
obovatum) desta forma contribuindo para o melhor conhecimento de espécies tropicais.
Foram utilizadas técnicas usuais em anatomia e histoquimica para a identificacdo das
principais estruturas e substancias de reservas. Anatomicamente, podemos destacar 0s sacos
de mucilagem no parénquima do tegumento externo, que contem grande quantidade de
carboidratos e substancias acidas. As células do parénquima cotiledonar sdo ricas em
carboidratos armazenadas na forma de grdos de amido. Uma camada de células, em palicada,
mostrou-se presente no tegumento interno de todas as espécies estudadas. Corpos protéicos
foram identificados em células do parénquima cotiledonar. Os carboidratos de reserva foram
identificados principalmente na formacdo da parede celular e como grdos de amido,
geralmente arredondados de tamanhos e quantidade variaveis. O parénquima cotiledonar é o
principal tecido de reserva. A anatomia do tegumento, quando comparada com a do cacau
mostrou, que as espécies estudadas tém dificuldade de descorticacdo por estarem 0s
cotilédones fortemente aderidos ao tegumento externo devido a forte compressdo provocada
pelo desenvolvimento dos cotilédones. No cacau existe um espago natural entre a camada

parenquimatica do tegumento interno e a epiderme cotiledonar.



ABSTRACT:

The genus Theobroma is typically neotropical and is distributed in the tropical rain
forest in the Western Hemisphere between lat. 1 8°N and 15°S. It is sufficiently known due
the specie Theobroma cacao L., that is used world-wide in the manufacture of chocolate. The
wild species of this genus are of extreme importance for representing a bank of genes, that
could be used in the plantbreeding. In the Amaz6nia another important specie is the
Theobroma grandiflorum, that is employed in the manufacture of candies, juices and
cosmetics, already reaching international markets. The aim of the present study was to
investigate the anatomy and histochemical features of the seeds of Theobroma grandiflorum,
Theobroma speciosum, Theobroma subincanum, Theobroma obovatum and of 3 of its hybrids
(T. grandiflorum x T. obovatum, T. subincanum x T. obovatum, T. grandiflorum x T.
subincanum) of this form contributing for the best knowledge of tropical species, especially
the Amazonian ones. Along with a structural investigation using histochemical methods,
scanning electron microscopy and usual techniques in anatomy for the identification of the
main structures and substances of reserves. Anatomically we can note mucilage sacs in outer
integument, that will count to great amount of carbohydrate and acid substances. The cells of
cotiledonary cells are rich in carbohydrate stored in the form of starch grains. A layer of
palisade cells revealed present in the inner integument of all studied species. Protein bodies
had been identified in cells of cotiledonary parenchyma, the carbohydratos of reserve had
been identified mainly in the formation of the cellular wall and as supreme of starch. This
grain generally is rounded off of changeable sizes and amount.
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1. INTRODUCAO

A Amazonia € considerada a maior floresta continua tropical e detentora de um quarto da
biodiversidade do planeta. Ocupa a segunda posi¢cdo em termos de diversidade genética de
espécies frutiferas tropicais no mundo e apesar disto ainda ndo apresenta uma posicdo de
destaque no comércio internacional como acontece no sudeste asidtico (CLEMENT et al,
1996). Este autor cita que apenas sete fruteiras nativas da Amazonia sdo consideradas
domesticadas: Rollinia mucosa Baill (Annonaceae); Bixa orellana Linn (Bixaceae),
Poraqueiba paraensis Ducke e Poraqueiba sericea (Sapotaceae); Bactris gasipaes Kunth
(Arecaceae); Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke (Sapindaceae); Pouteria caimito
Radlk (Sapotaceae); Solanum sessiliflorum Dun (Solanaceae). Outras 20 espécies seriam
semi-domesticadas e 36 incipientemente domesticadas entre estas 2 do género Theobroma
(T. cacao e T. grandiflorum), ndo resta duvida que a falta de conhecimentos basicos sobre 0s
principios bioldgicos destas espécies contribuem para esta situacao.

Na Amazobnia o cultivo de plantas perenes comegou com 0s nativos quando nas suas
rocas ao redor de suas malocas, cultivavam muitas plantas Uteis como medicinais,
condimentares, alimenticias e em especial frutiferas (DUCKE, 1946). Os indigenas da
Amazonia, bem antes da descoberta da América ja cultivavam muitas plantas tanto
cosmopolitas quanto amazonicas. Entre estas ultimas podemos citar duas importantes
espécies do género Theobroma, tidas como culturas pré-colombianas, o cacau (Theobroma
cacao) e o cacau-do-peru (Theobroma bicolor). Estas espécies assim como outras do género,
sempre tiveram seu uso consagrado pelos povos amaz6nicos, no entanto apenas a espécie T.
cacao é a mais difundida atualmente pois representa a matéria prima para a inddstria
chocolateira.

As sementes sdo fundamentais para 0 homem, ndo somente por representar o principal
meio de propagacdo da maioria das angiospermas, mas por ser uma fonte importante de
alimento (DUFFUS & SLAUGHTER, 1980).

As variagdes na estrutura das sementes das angiospermas e a consisténcia de certos
caracteres em grupos afins permitem o seu uso na classificacdo das plantas. Os estudos da
morfologia e anatomia, bem como os aspectos da germinacdo, maturacdo, dorméncia e de
dispersdo sdo também importantes para 0 melhor conhecimento das espécies (BELTRATI,
1994).



A literatura mostra que poucas referéncias existem sobre os aspectos da morfologia e
anatomia de sementes de espécies tropicais e em especial de espécies amazdnicas. Este
trabalho teve como objetivos conhecer a estrutura anatémica e histoquimica das sementes de
quatro espécies do género Theobroma e de trés de seus hibridos mais promissores a fim de
que se possa melhor conhecer a estrutura organizacional dos tecidos e conhecimento da
biologia das espécies.



1.1. O GENERO THEOBROMA L.

A familia Sterculiaceae Ventenat., tem cerca de 68 géneros e 1.100 espécies com
distribuicdo tropical ou subtropical e raramente em regiGes temperadas. No Brasil, ocorrem
11 géneros e cerca de 115 espécies (BARROSO, 1978).

SCHUMANN (1886), relacionou 8 géneros desta familia para o Brasil: Sterculia L.,
Helicteres L., Ayenia L., Waltheria L., Melochia Dill., Byttneria Loef., Guazuma Plum., e
Theobroma L. Além destes, BARROSO (1978) acrescentaram o0s géneros Cola Schott.,
Brachychiton Endl., Herrania Schum e Abroma L., passando de 8 para 12 géneros
ocorrentes no Brasil, dos quais quatro sdo exoticos (TARODA, 1980).

Os principais géneros desta familia do ponto de vista econémico sdo Cola e
Theobroma (HEYWOOD, 1993).

O género Theobroma é tipicamente neotropical abrangendo cerca de 22 espécies, das
quais 10 ocorrem na bacia amazénica (CUATRECASAS, 1964). Os maiores centros de
diversidade da familia Sterculiaceae estdo nas regides da Asia, Africa, Américas do Sul e
Central. Na América do Sul, a maioria das espécies ocorre na Amazo6nia, Colémbia, Peru,
Venezuela e Guiana Francesa (TARODA, 1980, CUATRECASAS, 1964).

A primeira revisdo sistematica para o género Theobroma L., foi realizada por
CUATRECASAS (1964), onde o autor reconheceu 22 espécies. Seu trabalho foi baseado em
colecdes herborizadas e a andlise seguiu 0 método classico da morfologia comparativa,
usando principalmente as caracteristicas dos frutos e os caracteres vegetativos. A analise
destas caracteristicas resultou na divisdo do género em seis sec¢des: Rhytidocarpus com uma
Unica espécie, Theobroma bicolor, seccdo Oreanthes com as espécies, T. sylvestri, T.
speciosum, T. velutinum, T. glaucum e T. bernoulli; Theobroma com uma Unica espécie T.
cacao; Telmatocarpos com as espécies, T. glireri e T. microcarpum; Glossopetalum com as
espécies, T. cirmolinae, T. stipulatum, T. simiarum, T. chocoense, T. angustifolium, T.
grandiflorum, T. obovatum, T. sinuosum, T. canumanense, T. subincanum, T. hylaesum e T.
nemorale; e a Gltima sec¢do, Andropetalum, com uma Unica espécie T. mammosum.

Baseando-se nos trabalho de SHUMANN (1895), CUATRECASAS (1964)
apresentou de forma resumida as diferengas existentes entre Theobroma e os demais géneros
da familia, em particular com Herrania, devido a similaridade dos frutos e a confusdo que
prevalecia desde o passado. Considerou Herrania, Abroma, Guazuma e Byttneria 0s géneros

mais préximos de Theobroma em fungdo do numero de cromossomos e da palinologia, a



qual forneceu subsidios valiosos para a determinacdo das afinidades de parentesco entre 0s
taxon.

Outros trabalhos mais atuais utilizando técnicas de biologia molecular foram
realizados afim de estabelecer as bases da filogenia do género, entre estes podemos citar :
WHITLOCK & BAUM (1999) utilizou seqtiéncia de DNA do gene de vinicilina extraido de
proteinas de reserva em sementes; FIGUEIRA (1992); FIGUEIRA et al (1994)
comprovaram a subdivisdo de Theobroma em secgbes utilizando o gene do ribossomo
(rDNA); SILVA (2000) estudou as relacbes genéticas de espécies brasileiras de Theobroma
utilizando marcadores moleculares RAPD e dados bioquimicos.

As espécies de Theobroma séo arvores que apresentam dimorfismo no caule e folhas;
tronco emitindo ramificacdo simpodial com lancamentos adventicios ortotrépicos em
disposi¢do radial; ramos plagiotropicos, monopodiais dorsiventrais. As folhas sdo simples,
alternas, disticas, coriaceas ou cartdceas com forma e tamanhos varidveis, lamina ovada,
oblonga, eliptico—oblonga ou lanceolada, simétrica ou assimétrica. obtusa ou arredondada;
margem inteira, &s vezes, a face superior geralmente glabra e lisa, a inferior densamente
tomentosa; pélos estrelados ferrugineos em (T. subincanum) ou esbranquigados em (T.
sylvestre). Estas espécies apresentam sistema de nervacdo eucampdddromo, nervura primaria
impressa na face superior, exceto em T. sylvestre, onde é bem evidente, nervuras secundarias
alternas ou opostas, as vezes alternas e opostas na mesma folha. A inflorescéncia é cimosa,
axilar nos ramos jovens, tronco e ramos, com algumas formando dicasio ramificado como
em Theobroma bicolor, geralmente reduzida ou parcialmente a um monocasio do tipo
circinado, de tamanhos variaveis, podendo apresentar de 1-9 ramulos, fasciculados. Flores
arquiclamideas, diclamideas, actinomorfas. o fruto € uma drupa ou baga indeiscente com
pericarpo lenhoso Os frutos podem ser elipsoides, globosos, ovoides, oblongos ou
fusiformes, com as extremidades atenuadas, superficie lisa, sulcada, com cinco ou dez
sulcos, rugosos ou verrucosos, apos 0 amadurecimento os frutos podem cair ou permanecer
na arvore. As sementes de Theobroma geralmente sdo envolvidas por uma camada de polpa
comestivel, designada por alguns autores como sarcotesta, variam em quantidade e teor de
acidez e agucares. O nimero de sementes por fruto € variavel entre 16-60, possuem a forma
elipsdide, ovoide ou amigdaloide. A semente apresenta dois tegumentos (envoltorios
seminais), dois cotilédones espessos e enrugados e um eixo embrionario bem desenvolvido
(Figura 1). A epiderme cotiledonar apresenta geralmente tricomas glandulares, estipitados.

As células cotiledonares apresentam um tecido celular rico em amido, gordura, aleurona,



tanino e alcaldéide como a teobromina, quanto a cor, os cotilédones podem ser brancos,
alguns sdo violaceos, avermelhados ou arroxeados. A germinacdo é epigea nas seccoes
Rhytidocarpus, Oreanthes e Theobroma e nas secgOes Telmatocarpus, Glossopetalum e
Andropetalum a germinacdo € hipégea (CUATRECASAS, 1964, CORNER, 1976; SILVA,
1998).



1.2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E ECOLOGIA

O género Theobroma L., é estritamente neotropical e esta distribuido por todas as
partes das florestas pluviais do hemisfério ocidental, entre as latitudes 18° norte e 15° sul
(CUATRECASAS, 1964).

Segundo DUCKE (1953), a area geografica espontanea para o género abrange a
América tropical, do México até a Hiléia amazonica. O centro de origem estd possivelmente
no estado do Amazonas e partes adjacentes.

Segundo CUATRECASAS (1964) algumas espécies tém amplo alcance de
distribuicdo como T. subincanum, que é difundida por toda as partes das bacias Amazonica-
Orinoco.

O Brasil possui representantes de todas as seccdes que foram estabelecidas por
CUATRECASAS (1964) com excecdo de Andropetalum, que tem ocorréncia apenas na
Costa Rica, segundo o autor as espécies brasileiras ocorrem todas na Amazoénia (T.
grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T. speciosum, T. sylvestre, T. microcarpum, T.
bicolor e T. cacao).

Para o autor, a elevacdo dos Andes no Terciério, separou populagdes de Theobroma,
anteriormente comuns, favorecendo a especiacdo pelo isolamento. Espécies vicariantes
assim separadas séo: T. subincanum (leste dos Andes) e T. hylaeum (oeste); T. microcarpum
(leste) e T. gileri (oeste). Outro fator de isolamento foi a complexidade das montanhas da
parte norte da Colémbia através da América Central, que favoreceu a especiacdo em partes
do hemisfério onde o endemismo local ou regional esta presente.

As informacgdes referentes a dispersdo natural das espécies de Theobroma sao
baseadas em levantamentos através de exemplares de colecGes de herbario e relatos de
expedicdes, mas para as espécies de uso pré-colombiano como T. cacao, T. grandiflorum, T.
angustifolium e T. bicolor, a dispersédo parece ter sido influenciada pelo homem e néo
corresponde a distribuicdo original (CUATRECASAS, 1964; SMITH et al, 1992).

Segundo DUCKE (1953), as espécies de Theobroma que ocorrem espontaneamente,
fazem parte da sub-mata, sendo que existe abundancia em algumas espécies. Neste trabalho,
chama de “cacaueiros” todas as espécies de Theobroma. Para o autor estas espécies ocorrem
na mata pluvial das terras altas (“terra firme” na Amazo6nia Brasileira) assim também como
nos chamados aluvibes (“varzea”) que estdo sujeitas as enchentes periodicas dos rios. Em

florestas pode-se observar individuos isolados como T. speciosum ocupando a sombra da



copa de arvores maiores. (Observacdo pessoal feita na Floresta Nacional de

Caxiuand/Caxiuana-Para).



1.3. ESPECIES ESTUDADAS

THEOBROMA GRANDIFLORUM (WILLD. EX SPRENG.) SCHUM

Descricao:

Arvore da floresta tropical umida, onde ocorre normalmente como um componente
do extrato intermediario, no estado silvestre atinge 20 metros de altura. Em individuos
cultivados o porte varia de 6 a 8 metros, com a copa em andares chegando a atingir 7 metros
de diametro. O fruto desta espécie € uma baga drupacea com cerca de 12 a 25 cm de
comprimento e de 10 a 12 cm de diametro, pesa em média 1.200g. A semente é obovdide,
com superficie de coloracdo branco-amarelada, sendo envolvida por uma camada de polpa
(parte comestivel) de sabor &cido, cheiro caracteristico e consisténcia fibrosa, em média 36
sementes por fruto, com aproximadamente 2,5 cm de largura e 0,9 cm de espessura,

superpostas em cinco colunas em torno de um eixo central (Figura 3).

Nomes Populares:
O nome cupuagu € originario da lingua Tupi (kupu= que parece com 0 cacau + uasu
= grande). Também é conhecido como cupl (estado do Para até o Acre); pupu, pupuacu

(Maranhdo até a Bahia); cacau cupuacu (Bahia); cupuazur (lquitos e Peru).

Distribuicéo e Ecologia:

As espécies silvestres foram observadas somente no estado do Par& no lado sul do
Rio Amazonas, Tocantins, Xingu entre Vitoria e Altamira. As arvores habitam a mata
pluvial priméaria em terreno alto e acidentado. O cupuagu é frequentemente cultivado por
todo o estado do Para e também na parte oriental do estado do Amazonas até Manaus. No
Brasil, o seu cultivo tem sido expandido para o Nordeste brasileiro chegando até o litoral do
estado de Séo Paulo.

THEOBROMA OBOVATUM KLOTZSCH EX BERNOULLI

Descricao:
Espécie que possui muita afinidade com T. subincanum, atinge até 10 m de altura,

possui copa mais larga que as outras especies, ramos delgados; as folhas sdo ovalado-

elipticas ou ovalado-oblongas, mais ou menos estreitas e muito assimétricas, o fruto é



ovalado elipsoide, arredondado no apice e estreito na base, com a coloracdo verde quando
jovem, e verde amarelado quando maduro, com 5-7cm de comprimento e 3-4cm de largura.

O pericarpo ¢ delgado coridceo com aspecto de casca granulosa (Figura 4).

Nomes populares:
A espécie T. obovatum, é conhecida vulgarmente como “cacau-cabeca-de-urubu”,

“copu-ai”, “cupu-cura”, “cupurana”, “cacau de macaco”, “urubl-acain” e “cabeca de

umbu”.

Distribuicao e Ecologia:

Esta espécie encontra-se freqliientemente distribuida na sub-mata de varzea e de terra
firme na metade ocidental da Amazo6nia. Os pontos mais orientais onde foi encontrado séo:
em Tefé (Rio Solimd@es); Rio Jau, afluente do baixo Rio Negro; Rio Purls e baixo Acre e

limite do Brasil com Peru e Colédmbia.

THEOBROMA SPECIOSUM WILLD.

Descricdo:
Arvore que pode alcancar 15 m de altura, frutos globoides- elipsoide com cerca de 10

cm, com algumas depressdes conspicuas; sementes elipsoide-oblonga com cerca de 24-26
mm, em namero de 20 a 26 por fruto, recobertas por uma polpa de coloracéo clara e de sabor

adocicado (Figura 5).

Nomes populares:

[42]

E conhecida vulgarmente como “cacaui”, “cacau”, “cacaurana”, “cacau da mata”,

“cupurana”, “cacao azedo” (Brasil), “cacao sacha” (Peru), “chocolatillo” (Bolivia).

Distribuicao e Ecologia:

Esta espécie habita as matas das terras altas da hiléia amazonica, dentro e fora dos
limites do Brasil incluindo as Guianas. A leste, a espécie chega até a parte norte do Estado
do Maranhdo (Curupurt). As arvores da Amazo6nia sdo encontradas por toda a regido, porém

em parte alguma s&o freqiientes.

THEOBROMA SUBINCANUM MART.



Descricao:
Esta espécie foi descrita por Martius em 1830 em uma de suas excursdes para 0

Brasil, ele observou e coletou espécies de Theobroma e relatou que mais espécies poderiam
ser encontradas.

Arvore medindo entre 7-20 m de altura, tronco medindo cerca de 10-25cm de
diametro; ritidoma marrom mais com lenticelas circulares, dispersas; casca quase lisa com
3mm de espessura. Folha simples alterna, distica, coridcea, curto-peciolada; peciolo espesso,
subcilindrico, ldamina foliar com cerca de 15 a 40 cm de comprimento, oblonga ou eliptico-
oblonga; apice acuminado; base obtusa e margem inteira. O Fruto € uma drupa indeiscente,
mesmo maduro nao se desprende, secando na arvore, 7,3-11 cm de comprimento, 5,4-6,5 cm
de largura, elipséide-oblongo ou oboval; pericarpo coriaceo, rigido, 3-4 mm de espessura;
epicarpo lenhoso 1-2mm de espessura, revestido de pélos estrelados adpressos, marrons;
sementes elipsdides-oblongas ou oval-elipsoide, 1,5-2cm de comprimento, 0,1-1,1 cm de
largura; polpa doce, sem aroma, branca ou amarelada, comestivel; pedunculo do fruto 0,7-

1,8 cm de comprimento, 0,5-1,1 cm de espessura (Figura 6).

Nomes populares:
No Brasil é conhecido como “Cupui e Cupuai”, na Colémbia, Venezuela e Peru é

conhecido como Cacao-de-monte, Cacao-silvestre ou Cacaorana.

Distribuicéo e Ecologia:
Encontram-se registros da espécie nos estados do Amazonas, Para, Acre, Roraima,

Ronddnia, Mato Grosso e Amapa. Ocorre também na Amazoénia do Peru, Venezuela,
Colémbia, Equador, Suriname e Guiana Francesa. A espécie é bastante encontrada na
floresta tropical umida, nas sombras, em terrenos baixos ndo inundaveis, em solo rico e

Umido, em terrenos arenosos € ao longo de pequenos rios.
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1.4. HIBRIDOS ESTUDADOS

T. subincanum x T. obovatum
As flores deste hibrido apresentam caracteristicas intermediarias & das espécies

parentais. Pode ser identificado comparando-se sua flor, que se mais assemelha a de T.
obovatum. Os frutos sdo semelhantes a T. obovatum quanto a forma, sendo um pouco mais

alongados (Figura 7) estes quando ndo colhidos permanecem na arvore e secam.

T. grandiflorum x T. subincanum

Arvore grande, os frutos sio um pouco maiores que os frutos de T. subincanum, seu
aspecto geral assemelha-se ao T. grandiflorum no que se refere ao formato e coloracdo do
pericarpo. Os frutos ndo se desprendem da arvore quando maduros, sdo mais parecido com
os frutos de T. grandiflorum. Algumas folhas se destacam pelo comprimento e largura; em
relacdo as outras espécies. As flores sdo semelhantes a T. grandiflorum na forma e na cor.

T. grandiflorum x T. obovatum

Arvore é muito semelhante ao T. grandiflorum, podendo ser identificada através das
caracteristicas de suas flores, que possuem caracteristicas intermediarias entre os pais. Este
hibrido tem produzido uma grande quantidade de frutos de tamanho que se aproximam ao de
T. obovatum, o numero de sementes parece ser intermediério. Uma caracteristica importante

€ que este se apresenta resistente ao ataque de “vassoura de bruxa”.

11



1.5. IMPORTANCIA ECONOMICA DO GENERO THEOBROMA L.

As sementes de Theobroma séo ricas em amido (15%), proteina (15%) e 6leo (50%),
por esta razdo sdo consideradas um alimento substancial (CUATRECASAS, 1964). O
mesmo autor ressalta a presenca de um o6leo volatil (esséncia de cacau) que confere um
“flavor aromético”, além de possuir 1,5 & 3% de teobromina, um alcaldide estimulante do
sistema nervoso central com propriedades semelhantes a cafeina.

A cafeina também esta presente nas sementes de Theobroma, ambos alcal6ides foram
encontrados nas sementes e folhas de T. bicolor, T. cacao, T. microcarpum, T. obovatum, T.
subincanum, T. speciosum, T. sylvestre (CUATRECASAS, 1964). Sendo que em T.
grandiflorum ndo foi encontrado o alcaldide cafeina e sim o acido 1,3, 7, 9- tetrametilUrico,
sugerido como um precursor da cafeina (BAWMANN & WANNER, 1980).

Todas as espécies amazoénicas do género Theobroma (podemos citar: T. cacao, T.
obovatum, T. subincanum, T. speciosum, T. grandiflorum, T. bicolor) produzem frutos
comestiveis de cujas sementes pode-se produzir chocolate (CUATRECASAS, 1964;
VENTURIERI, 1994).

As sementes de T. cacao, sdo geralmente pigmentadas por tanino (vermelho a roxo),
com pequenas quantidades de acido malico e tartarico. Outras espécies sdo usadas por
comunidades tradicionais, como o cacau-do-peru (T. bicolor), encontrado no Rio Negro e em
povoacdes na parte Oeste do Solim@es. O cacau-de-mico (T. angustifolium ) na Costa Rica e
no México, tem suas sementes cultivadas e misturadas ao cacao verdadeiro na fabricacdo do
chocolate (SMITH et al., 1992).

A importancia deste género para a regido amazonica deve-se principalmente ao cacao
(T. cacao L), que ja tem seu valor comercial reconhecido (industria de chocolate e
cosméticos) e o cupuacu (T. grandiflorum (Willd ex Spreng.) Schum.). O cupuagu é
considerada a fruteira mais promissora da Amazobnia, pelo seu sabor exdtico e que
atualmente vem conquistando o mercado de outras regides do Brasil e do exterior. O elevado
preco de mercado impulsionou uma frenética expansao do seu plantio em escala comercial
com um excedente de producdo de améndoas expressivo. Somente a Cooperativa Agricola
de Tomé-Ac¢l - CAMTA, no ano 1998, produziu naquela safra 400 t de améndoas secas.
Considerando ser aquela cooperativa a maior do estado, agregando cerca de 10% da
producdo de cupuagu do estado do Pard, estimou-se que cerca de 4.000 toneladas de

améndoas secas foram produzidas naquele estado VENTURIERI (1999).
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As sementes de cupuacu podem ser utilizadas na fabricacdo de chocolate muito
semelhante ao feito com sementes de cacau (T. cacao) e com a vantagem de ndo possuir
teobromina, um alcaléide estimulante, que pelos valores atuais para a dieta humana, tem tido
0 seu uso desaconselhado (VENTURIERI, 1993). A utilizagdo do cupuagu como matéria
prima para o chocolate e derivados, seria uma Otima alternativa, uma vez que devido aos
altos precos alcancados pelo cacau e seus derivados, tem aumentado a procura por produtos
que possam substituir a manteiga do cacau na fabricacdo de chocolate. Embora a legislacédo
brasileira, assim como da maioria dos paises desenvolvidos, proiba a adi¢cdo de outras
gorduras estranhas ao chocolate, (ex: coco, algoddo, palma e soja) esta tem sido praticada

por forca de mercado, pressionado pelo alto pre¢o atual da gordura de cacau.
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1.6. RECURSOS GENETICOS DAS ESPECIES AFINS AO CACAU.

A conservacdo dos recursos genéticos das espécies amazOnicas do género
Theobroma, é de extrema importancia uma vez que consiste no reservatorio de genes para a
espécie T. cacao. A preservacdo de germoplasma pode ser feita através de repositorios ativos
de germoplasma, em colecGes ex situ e/ou in situ, que quando apropriadamente manejados
podem preservar o0 potencial evolutivo das espécies (DEBOUCK, 1993 apud VENTURIERI,
1998). As sementes de Theobroma assim como a maioria das sementes de espécies tropicais
séo recalcitrantes tornando assim a conservagao in situ a melhor alternativa.

Atualmente os dois principais bancos ativos de germoplasma de espécies afins ao
cacau sdo a colecdo “George Basil Bartley”, pertencente a Comissdo Executiva do Plano da
Lavoura Cacaueira- CEPLAC no municipio de Ananindeua - PA e a colecdo “George
Addison O’Neill” pertencente a Embrapa Amazonia Oriental- CPATU, na cidade de Belém -
Para.

A possibilidade de producao de hibridos interespecificos entre o cacau (Theobroma
cacao L.) e suas espécies afins nos programas de melhoramento faz crescer os estudos com
espécies do género principalmente visando a producdo de material comercial resistente a
vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo (Crinipellis perniciosa), principal responséavel pelo

declinio da lavoura cacaueira, e com alto teor de gordura.
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1.7. ESTRUTURA E IMPORTANCIA DAS SEMENTES

Anatomia ou morfologia interna dos 6rgdos vegetais é uma fonte classica de dados
usados na sistematica e classificacdo de plantas, estas informacGes anatdmicas séo
extremamente Uteis na definicdo de relages filogenéticas (STUESSY, 1991).

O termo semente é geralmente usado para designar o conjunto formado por um
espordfito jovem, o embrido (em algum estagio de desenvolvimento), um tecido de reserva
alimentar, o endosperma (algumas vezes o perisperma ou parte do proprio embrido) e um
envoltorio protetor (BELTRATI, 1994).

A maioria dos botanicos concorda que o evento mais significativo na
conquista do meio terrestre pelas plantas vasculares foi o a aparecimento da semente
(BELTRATI, 1994). Além de ser a unidade reprodutiva das espermatofitas e servir de elo
entre as geracOes sucessivas, outra importante funcdo esta relacionada com a disperséo e
sobrevivéncia no frio e na seca ou outras condi¢bes adversas (BOESEWINKEL &
BOUMAN, 1984).

A semente € o principal meio de propagacdo da maioria das espécies de
Fanerogamas, € resultado de uma série de eventos bioldgicos que comeca com a floracdo e
termina com a germinacdo. Em sentido amplo é toda estrutura que serve para produzir um
vegetal e constituida de tegumentos, quantidade variavel de endosperma (ou nenhum) e
embrido, constituido por um eixo que apresenta em um extremo a radicula e no outro a
plumula (primérdios foliares). Na auséncia do endosperma, o tecido de reserva estd no
préprio embrido (ESAU, 1974).

O aparecimento das sementes teve enorme impacto sobre 0S outros organismos,
permitindo que houvesse co-evolucdo com varios grupos de insetos polinizadores, aves,
mamiferos e insetos predadores que passaram a incorporar as sementes em seu habito
alimentar. A espécie humana provavelmente deve ter sido a ultima a estabelecer uma intima
relacdo com as plantas seminiferas, em uma fase crucial de sua evolucdo cultural, quando
iniciou a préatica da agricultura (BELTRATI, 1994).

Além do significado bioldgico das sementes no ciclo de vida das plantas, elas sdo
extremamente importantes na cadeia alimentar do homem e dos demais animais, dentre as
diversas partes da planta, as sementes sdo as mais valiosas para 0 homem. As sementes,
através das reservas armazenadas no endosperma ou nos cotilédones, constituem o mais

importante tipo de alimento devido principalmente ao seu alto valor alimenticio. Cerca de
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90% de todas as sementes cultivadas sdo cereais, principalmente arroz, trigo e milho
(BELTRATI, 1994).

Segundo CORNER (1976), as estruturas das sementes podem ser muito Uteis no
estabelecimento de relacdes filogenéticas entre taxas, no entanto € essencial que a
delimitacdo do nimero de envoltdrios estejam bem estabelecidos.

As estruturas morfoldgicas de um embrido maduro, assim como a posicdo gque ocupa
na semente diferem entre os grupos de plantas e podem ser utilizadas com seguranca para a
identificacdo de familias, géneros e até espécies (FERREIRA et al, 2001).

O tegumento da semente é um dos principais condicionantes da germinacéao, do vigor
e da longevidade das sementes. A compreensdo de suas estruturas e propriedades pode
contribuir para explicar, antecipar ou alterar o comportamento das sementes sob
determinadas condi¢Ges ambientais. Grande parte das caracteristicas dos tegumentos estéo
associados com o0s problemas apresentados pelas sementes. Assim por exemplo,
susceptibilidade a danos mecéanicos estd associada ao seu teor de lignina, enquanto que
longevidade e potencial de deterioracdo no campo tém sido relacionados ao grau de
permeabilidade dos tegumentos (FERREIRA et al, 2001).

Muitas funcBes sdo atribuidas ao tegumento das sementes: um dos principais
condicionantes da germinacdo, do vigor e de longevidade; atua na protecdo contra a
dessecacdo; danos fisicos e bioldgicos; atua como tecido de reserva temporario e participa
das trocas gasosas (WERKER, 1997; SOUZA & MARCOS-FILHO, 2001). Sendo assim
fica claro que a compreensdo da estrutura anatdmica do tegumento das sementes pode
contribuir para a elucidagédo de problemas de ordem taxondémica e agrondmica.

Ha uma imensa diversidade no aspecto externo e na estrutura das sementes. Tais
diferengas sdo, em grande parte relacionadas as estratégias de dispersdo e de germinac&o,
podendo envolver o tamanho e a posicdo do embrido e do endosperma, a estrutura, a textura
e a cor do tegumento da semente, bem como a forma e as dimensdes da semente como um
todo (BELTRATI, 1994).

TIFFNEY (1984), ao tratar em seu trabalho sobre a evidéncia e hipdteses sobre a
ascensdo das angiospermas, considera muito importante a semente, e relaciona 0 seu
tamanho com a “sindrome de dispersdo”. Para o autor frutos e sementes sdo a maior fonte de
informacBes no registro fdssil das angiospermas particularmente desde o terciario
(TIFENEY, 1977). O mesmo autor fala do sistema de protecdo desenvolvido pelas sementes,
através da lignificacdo de suas paredes, predispondo o 6rgdo a protecdo. As técnicas de
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microscopia fotonica e eletrénica (MEV e MET) sé@o ferramentas bastante usadas em estudos
de morfologia. Pesquisas recentes mostram que o uso de MEV, pode fornecer caracteristicas
estaveis, de grande significAncia para a sistematica e evolugdo, especialmente naquelas
sementes que sdo relativamente pequenas que mostram poucos caracteres através de métodos
tradicionais de investigacéao.

CORNER (1976) publicou um extenso tratado contendo muitos dados novos e
originais sobre sementes de dicotileddneas, dedicando-se & memoria de Netolitzky. Neste
seu trabalho, Corner afirma que Netolitzky esteve préximo de descobrir que a estrutura da
semente poderia ser a base da classificacdo natural das plantas floriferas e que os seus
passaram desapercebidos aos grandes expoentes da classificagéo.

Segundo NETOLITZKY (1924) toda familia de dicotiledénea tem um tipo
caracteristico de semente, o que foi também confirmado por (CORNER,1976) sendo de
extrema importancia o conhecimento desta diversidade de formas. Trabalhos referentes a
morfologia e anatomia de espécies amazoOnicas ndo sdao muito freqientes, com relacdo ao
género Theobroma, CUATRECASAS (1964), fez consideracBes sobre o aspecto
morfoldgico das sementes, classificando-as como sementes de cotilédone espesso,
corrugado-plicado, embrido reto, radicula cilindrica, inferior; germinacao epigea ou hipdgea.
OLIVEIRA & AKISSUE (1998) descrevem a estrutura anatdmica de T. cacao, como forma
de contribuicdo aos estudos farmacognoésticos. LENCI (2002) realizou uma analise

histoldgica e citoquimica dos tecidos de reserva de T. cacao, T. microcarpum e T. obovatum.
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2. CAPITULO |

ASPECTOS ESTRUTURAIS E ANATOMICOS DE SEMENTES DO
GENERO THEOBROMA L. (STERCULIACEAE).

RESUMO-(Aspectos estruturais e anatdémicos de sementes do género

Theobroma L. - Sterculiaceae). T. grandiflorum, T. speciosum, T. subincanum e T.
obovatum sdo espécies silvestres afins ao cacau (T. cacao L.), de grande interesse para o seu
melhoramento genético. As informacBes sobre a estrutura das sementes de espécies
amazonicas sdo relativamente escassas. Neste trabalho séo apresentados estudos anatdmicos
de tais espécies e de trés de seus hibridos mais promissores. Foram utilizadas técnicas usuais
de anatomia vegetal e microscopia (Fotdnica e Eletrbnica). As espécies estudadas sao
semelhantes quanto a estrutura do tegumento e no padrdo das células do parénquima
cotiledonar. Anatomicamente, distinguem-se pela disposi¢cdo dos estratos celulares dos
envoltorios seminais. Foi determinada a presenca de sacos de mucilagem no tegumento
externo de todas as espécies e no parénguima cotiledonar de T. speciosum. A presenca de
uma camada de células em palicada no tegumento interno a diferenciam de outras espécies

da familia.

PALAVRAS CHAVES: idioblastos, sacos de mucilagem, tricomas glandulares.
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2.1. INTRODUCAO

Varios autores apontam a falta de conhecimento das estruturas das sementes de
espécies florestais, principalmente tropicais. Tratando-se de espécies amazoénicas estas
informacdes tornam-se ainda mais limitadas. CRESTANA & BELTRATI (1988), ressaltam
que muitos dos principios biolégicos e informacgdes sobre sementes sdo relativos a espécies
de florestas temperadas e ndo servem para os tropicos. Dessa forma cresce a necessidade de
realizar estudos de morfologia e anatomia para melhor se conhecer a biologia destas
espécies.

As principais contribui¢des para o conhecimento atual da estrutura do tegumento das
sementes das angiospermas se devem aos trabalhos de NETOLITZKY (1926) e CORNER
(1976).

O desenvolvimento dos tegumentos das sementes tem inicio no momento em que 0
6vulo é fecundado mas a forma como este desenvolvimento ocorre fornece um conjunto de
caracteristicas da espécie importantes na caracterizacdo da estrutura da semente madura
(CORNER, 1976; BELTRATI, 1994). Estes autores, ressaltam a importancia e significancia
taxonémica e ecoldgica destas caracteristicas nas dicotiledéneas, no entanto sugerem estudos
do dvulo e de ontogenia, pois estruturas aparentemente idénticas podem ter origens
ontogénicas diversas.

A denominacdo “testa” tem sido utilizada para designar o envoltério da semente
como um todo, embora na classificacdo de CORNER (1976), seja referido para o tegumento
externo.

Embora alguns trabalhos, utilizando técnicas de biologia molecular, tenham sido
realizados a fim de tentar estabelecer a biossistematica do género Theobroma (WHITLOCK
& BAUM, 1999; FIGUEIRA, 1992; FIGUEIRA et al, 1994; SILVA, 2000); as contribui¢des
sobre os aspectos estruturais das sementes deste género, a partir dos trabalhos de anatomia e
morfologia, continuam sendo de importancia na sistematica de Sterculiaceae e do género
Theobroma.

CORNER (1976) menciona gque na familia Sterculiaceae, as sementes sdo pequenas a
largas, a testa geralmente com menos camadas que o tégmem, ambos com varias camadas de
células, endotesta e endotégmen com ou sem cristais, 6vulos mais ou menos eretos ou

transversais.
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O primeiro trabalho que abordou a morfo-anatomia de uma espécie do género
Theobroma foi realizado por CUATRECASAS (1964) onde ele descreveu a espécie
Theobroma cacao L. Posteriormente CORNER (1976) fez uma abordagem mais completa,
descrevendo caracteristicas anatdémicas desde o desenvolvimento do 6vulo, e fazendo
também inferéncias para outros géneros da familia Sterculiaceae.

BARROSO (1999) e CORNER (1976) descreveram como caracteristicas gerais para
as sementes de Theobroma, a presenca de dois tegumentos (testa e tégmen), um embrido
axial com formato elipsoide, cotilédones espessos, densos e dobrados em torno do eixo
hipocotilo-radicula.

CUATRECASAS (1964), descreveu as sementes de Theobroma da seguinte forma:
uma testa geralmente espessa e subcoriacea, com uma epiderme externa coberta por uma
cuticula espessa, uma camada espessa de células poliédricas e mucilaginosas e uma camada
reduzida de células esclerificadas. O mesmo autor cita que o tegumento interno é uma fina
membrana de varias camadas de células achatadas e paredes finas. Quanto ao embrido o
autor se refere como largo, formado por dois cotilédones corrugados e um eixo radicular
desenvolvido. O endosperma na semente madura tem a forma de uma fina pelicula, contendo
células com cristais de oxalato de célcio. Os cotilédones possuem uma epiderme com
tricomas glandulares e um tecido de reserva rico em amido, aleurona e substancias
alcaloidais.

CORNER (1976) citou as seguintes caracteristicas para T. cacao: As sementes
possuem de 15 a 30 mm de comprimento, com coloracdo marrom avermelhada a marrom
escuro. Testa macica com uma epiderme externa ndo especializada com paredes levemente
espessadas, uma hipoderme externa constituida de células alongadas radialmente, algumas se
transformando em sacos de mucilagem. Tégmen muito mais fino que a testa. O endosperma
é reduzido a uma Unica camada de células ao redor do embrido. A coloracdo do embrido
varia entre os tons chocolate a violeta. Os cotiledones sdo espessos, dobrados e com
superficie pilosa. O autor ressalta que as informacbes sobre anatomia das sementes de T.
cacao ainda sdo insatisfatorias.

Atualmente a espécie T. cacao tem sua descri¢do anatbmica inserida na farmacopéia
brasileira devido sua importancia farmacoldgica e industrial bastante conhecida. A descri¢ao
macro e microscépica da semente de T. cacao também, podem ser encontradas em
AKISSUE & OLIVEIRA (1991). Neste trabalho os autores realizaram uma descrigdo
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anatdmica, delineando os estratos celulares e estruturas que formam a semente. Assim a
estrutura da semente madura pode ser definida da seguinte forma:

1-Um involucro externo composto de uma fileira de células tabulares, recobertas por
uma cuticula espessa; 2-Uma camada intermediaria bem desenvolvida, formada por varias
fileiras de células poliedricas, irregulares, alongadas tangencialmente, e contendo na parte
externa grande sacos mucilaginosos, formados pela fusdo de algumas células. Na parte
interna desta camada encontram-se longos feixes fibrovasculares; 3-Uma camada mais ou
menos continua de células com paredes espessas e esclerificadas, em formato de “U”; 4-Uma
camada de tecido parenquimatico formada de células muito achatadas tangencialmente; 5-A
epiderme cotiledonar geralmente ornamentada e o parénguima cotiledonar (Figura 1).

CUNHA et al, (1997) observou mudangas estruturais que ocorreram em sementes de
T. grandiflorum, quando submetidas ao processo de fermentagdo. Este autor observou,
através do uso dos corantes Azul de Toluidina e Xylidine Ponceau, uma reducdo na
espessura da camada parenquimatica do tegumento.

DANGOU et al (2002) analisaram as caracteristicas histolégicas e bioquimicas de T.
cacao, durante as fases de desenvolvimento da semente. Estes autores observaram que,
durante o desenvolvimento da semente o endosperma e degenerado.

LENCI (2002) realizou uma descri¢do anatdmica e citoquimica de T. obovatum, T.
cacao e T. microcarpum dos cotilédones definindo-os como formados pelas seguintes
estruturas: epiderme; mesofilo, onde se encontram as células parenquimaticas de reserva;
idioblastos com polifendis, e os feixes vasculares. Segundo a autora, as células do
parénquima cotiledonar de T. cacao e T. obovatum ndo apresentam um formato,
predominante, nota-se também a presenca dos espacos intercelulares e idioblastos com
polifendis no mesofilo.

Alguns trabalhos realizados com sementes de T. grandiflorum tratam de sua
utilizacdo para a industria chocolateira, viabilidade para a germinacdo e transformactes
fisicas e quimicas, (GATO, 1992; ARAGAO, 1992; VASCONCELOS, 1999). Nestes
trabalhos, a maioria das consideracBes € relacionada aos cotilédones, onde geralmente
ocorrem as transformacgdes bioquimicas no processo de fermentacdo, etapa comumente
provocada para a formacgédo do “flavor” durante a fabricacdo do chocolate. As informacg6es
sobre a estrutura dos tegumentos nas sementes de Theobroma costumam ser ignoradas por

serem 0s cotilédones sempre referidos como o Unico tecido de reserva e a parte aproveitada
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industrialmente. No entanto, a retirada dos tegumentos durante o processamento industrial
tem sido um empecilho, para algumas espécies do género como cupuagcu (T. grandiflorum).
Devido a importancia econdmica e ecoldgica deste género para a regido amazonica, e
a falta de informacdes existentes que definissem o aspecto estrutural das sementes de
Theobroma, abrangendo as espécies nao cultivadas e os hibridos, foi realizado um estudo
sobre a estrutura anatdmica com o objetivo de fornecer contribuicdes para estudos de

taxonomia, ecologia, analise de sementes, melhoramento genético e aplicacGes tecnoldgicas.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. MATERIAL BOTANICO

O material foi oriundo da colecdo “Addison O’Neill” (Figura 2), pertencente a
Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, PA (1° 53'S 48" 46’W). Os estudos foram
realizados no laboratério de anatomia vegetal do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) e
no laboratério de anatomia vegetal da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.2.2. REPARACAOC DO MATERIAL PARA ANALISE EM MiIcrRoscoPIA DE FOTONICA

As amostras foram fixadas em FAA 50, sob condi¢des de vacuo em um dessecador,
por 24 h e desidratadas em série etandlica (JOHANSEN, 1940). Apds a desidratacdo o
material foi infiltrado e incluido em parafina histoldgica (SASS, 1951) e logo e seccionado
com micrétomo rotativo (Reichert Jung modelo 1130), com aproximadamente 10 um de
espessura, corados em Safranina e Fast Green (SASS, 1951), sendo posteriormente
montados em Balsamo do Canad4, segundo técnicas usuais em anatomia vegetal (KRAUS &
ARDUIN, 1997). Os registros fotogréficos foram executados com um fotomicroscopio
LEICA MPS 30, no Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Santa

Catarina.

2.2.4. PREPARAGAO DO MATERIAL PARA ANALISE EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Segmentos de 0,2 cm x 0,2 cm de diferentes partes das sementes, foram fixados em
solucao Glutaraldeido 2,5% em Tampé&o Fosfato 0,1 M (pH 7,2) por 24 horas a 4°C (RUZIN,
1999). Este material foi lavado trés vezes na mesma solucdo tampdo e em seguida
desidratado em serie etanolica progressiva e posteriormente através da substitui¢do do etanol
por CO, liquido (critical drying point) (BOZZOLA & RUSSEL, 1992) e posteriormente
metalizados com ouro. As imagens foram obtidas no Laboratério Institucional de
Microscopia Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi, utilizando-se um

microscopio eletrénico LEO modelo 1450 VP.
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2.3. RESULTADOQOS

2.3.1-Anatomia da semente
2.3.1.1-Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng.) Schum.

Pode-se distinguir trés regides distintas: o tegumento (envoltorio seminal), 0s
cotilédones e o eixo hipocotilo-radicula. O eixo hipocotilo-radicula é bem desenvolvido,
cilindrico e alongado, posicionado na regido basal da semente, fortemente unido aos dois
cotilédones plicados que ocupam quase todo o espago no interior das sementes. Apresenta
apenas resquicios de endosperma, caracterizando-se como semente ndo-endospérmica.

A superficie do tegumento é irregular, com a presenca de fibras e material
remanescente da camada de polpa que envolve a semente (Figura 08 A). O tegumento é
revestido por uma epiderme, que em vista frontal, possui células alongadas periclinalmente,
revestida por uma cuticula espessa e tricomas simples, cilindricos e alongados (Figura 08 B e
C). No parénguima pode-se observar um estrato de células que em seccdo paradérmica
apresentam-se irregularmente alongadas, intercaladas por grandes sacos de mucilagem,
notadamente na parte interna, e podem apresentarem-se agrupados ou isolados (Figura 08 D,
E e F), podendo-se também observar a presenca de feixes vasculares e cristais em forma de
drusa ainda no parénquima sub-epidérmico (Figura 09 A).

A caracteristica distintiva do tegumento interno € uma camada pali¢adica conspicua,
formada por células esclerificadas originada da epiderme externa, do tegumento interno
(Figura 09 A e B). O tecido parenquimatico apresenta-se compactado e formado por poucas
camadas. A epiderme interna é formada por células irregulares e alongadas de coloragéo
marrom com contetdo fenolico. Esta se apresenta justaposta a epiderme cotiledonar.

Os cotilédones sdo revestidos por uma epiderme formada de células com formato
irregular a arredondado. A epiderme cotiledonar apresenta dois tipos de tricomas glandulares
pluricelulares, que sdo formados por 6 a 9 celulas, apresentando uma haste longa ou curta
(Figura 10 B, C e D). Em vista frontal a regido cotiledonar é constituida por um parénquima
formado por células poliédricas com uma grande concentracdo de grdos de amido no
citoplasma, com nucleos bem evidenciados. As células sdo regulares, arredondadas e com
paredes nao lignificadas. Nota-se também a presenca de feixes vasculares e varios

idioblastos com contetdo fendlico (Figura 10 A).
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Na regido do eixo hipocotilo-radicula, as celulas parenquimaticas apresentam uma
leve diferenciacdo. Sdo células heterodimensionais, com grande quantidade de compostos
fendlicos. Na regido central do eixo, nota-se a presenca de células com contetdo acido
(Figura 11).

2.3.1.2-Theobroma obovatum Klotzsch ex Bernoulli

A estrutura anatbmica da semente madura € muito semelhante a descrita para T.
grandiflorum.

O tegumento externo possui uma epiderme composta por uma camada de células de
formato tabular e com paredes espessadas com a cuticula também espessa e lignificada e um
parénquima sub-epidérmico, formado por aproximadamente 10 camadas de células, bastante
irregulares, com a presenca de sacos de mucilagem, que podem ser grandes ou de tamanho
reduzido, encontrando-se agrupados ou isolados (Figura 12 A, B e C). O eixo embrionario na
semente madura mostra-se bastante desenvolvido, na regido central nota-se a presenca de
estruturas com contetdo acido como ocorre em T. grandiflorum (Figura 12 E e F).

O tegumento interno é menor em relagdo ao tegumento externo. E formado por uma
camada continua de células parenquimaticas, delimitada por uma faixa de células
lignificadas e esclerificadas, alongada anticlinalmente, com Iimen evidente, lembrando o
formato de uma ampulheta que se desenvolve a partir das células da epiderme externa
(Figura 13 A). Feixes vasculares sdo encontrados na parte inferior deste paréngquima sub-
epidérmico (Figura 12 G), o qual é limitado por uma epiderme interna, constituida por
células simples e alongadas no sentido periclinal e com paredes ndo lignificadas, com a
presenca de muitos cristais prismaticos e drusas (Figura 13 B e C).

Os cotilédones sdo delimitados por uma epiderme constituida de células
isodiamétricas, com grande quantidade de mucilagem nos espacos intercelulares. A presenca
de tricomas pluricelulres é observada ao longo de toda a epiderme cotiledonar, podendo-se
distinguir dois tipos caracteristicos: pluricelulares esféricos e pluricelulares alongados
(Figura 13 E e F). As células epidérmicas apresentam paredes celulésicas e citoplasma
impregnado por tanino, e as periclinais externas e anticlinais mostrando espessamento

lamelar.

2.3.1.3-Theobroma speciosum Willd.
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O tegumento externo é formado por uma epiderme constituida de células
heterodimensionais alongadas periclinalmente (Figura 14 A). No parénquima do tegumento
externo sao observados cristais em forma de drusa (Figura 14 C). Os sacos de mucilagem
presentes no tegumento externo ocorrem com menor frequéncia e em menor tamanho
(Figura 14 A, B e C). O tegumento interno, assim como nas espécies T. grandiflorum e T.
obovatum, é constituido por uma camada de células palicadicas, bastante esclerificadas, que
se origina apartir da epiderme externa do tegumento interno, o restante é formado por células
parenquimaticas com formato irregular que se apresentam compactadas e algumas bastante
degeneradas (Figura14 D, E e F).

Os cotilédones sdo revestidos por uma epiderme, formada de células irregulares. O
parénquima cotiledonar é formado por células com parede celular bem delimitada,
heterodimensionais de formato arredondado e com citoplasma denso. Pode-se observar,
somente nesta espécie, a presenca de idioblastos que apresentam uma estrutura semelhante
aos sacos de mucilagem do parénquima do tegumento externo, ocorrendo em grande
quantidade, tamanhos variados e composicdo histoquimica semelhante aos sacos de
mucilagem no tegumento externo (Figura 15 A, B e C). Assim como ocorre nas espécies T.
grandiflorum e T. obovatum, nota-se a presenca de tricomas pluricelulares na epiderme
cotiledonar e em algumas extensbes desta epiderme pode-se observar alguns estdmatos
isolados (Figura 15 D e E).

2.3.1.4-Theobroma subincanum Mart.

De uma maneira geral a morfologia externa da semente segue 0 mesmo padrdo das
outras espécies seguindo a estrutura demonstrada na (Figura 01), onde se distingui uma
camada externa (polpa), os tegumentos e 0 embrido.

A superficie do tegumento externo, quando analisada em vista frontal, mostra-se
bastante ondulada (Figura 16 A). E revestida por uma epiderme constituida de células
arredondadas com paredes lignificadas. O parénquima do tegumento externo, apresenta
células irregulares, alongadas periclinalmente diferenciando-se em sacos de mucilagem
(Figura 16 B e C), estas estruturas também, sdo encontradas na parte inferior desta camada
parenquimatica. Entre as células do paréngquima também observamos alguns cristais em
drusas.

O tegumento interno possui menos camadas de células em relacdo ao tegumento

externo. Possui como caracteristica marcante uma camada de células bastante esclerificadas
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e lignificadas, que também foi observado nas outras espécies em estudo. Esta camada
desenvolve-se a partir da epiderme externa do tegumento interno, que além desta camada de
células esclerificadas, apresenta uma camada parenquimatica bastante compactada e uma
epiderme interna, com células regulares, mais ou menos arredondadas, que possui sua
superficie rica em cristais (Figura 16 E e F)

O endosperma apresenta-se bastante reduzido, este penetra nas anfractuosidades dos
cotilédones, onde assume a forma de massa triangular que a medida que penetra, vai
diminuindo de espessura e termina formando uma membrana muito delgada.

Os cotilédones sdo delimitados por uma epiderme, com células arredondadas com
conteudo citoplasmatico aparentemente de natureza fenolica (Figura 17 A e B). Apresenta
tricomas pluricelulares, esféricos e alongados (Figura 17 C e D), nos espacos
intercotiledonares, entre duas epidermes, podemos observar a presenca de drusas (Figura 17
B). As células do parénquima cotiledonar sdo de formato regular, arredondadas, ricas em

conteudo fendlico e com citoplasma denso (Figura 17 A).

Os Hibridos

2.3.1.5-T. obovatum x T. subincanum

O tegumento externo é constituido por uma epiderme externa formada por células
aproximadamente isodiamétricas. Abaixo da epiderme encontra-se uma camada de células
parenquimaticas, com a presenca de feixes vasculares. Assim como ocorre nas outras
espécies descritas podemos observar a presenca de sacos de mucilagem no tegumento
externo, estes ocorrem no tecido parenquimatico (Figura 18 A, B e C).

O tegumento interno é delimitado por uma camada de células de formato cuboides,
com paredes bastante espessas, esclerificadas e lignificadas (Figura 18 A e D). Esta camada
de celulas em palicada é seguida de uma camada reduzida de células parenquimaéticas que
separa a epiderme interna do tegumento interno da epiderme cotiledonar e o parénquima
cotiledonar. O parénquima cotiledonar por sua vez € constituido por células
heterodimensionais com parede celular ndo lignificada, estas células apresentam-se ricas em
conteudo lipidico e amido (Figura 18 C) e com nucleos bem evidenciados (Figura 19 B),
podemos observar também a presenca de feixes vasculares (Figura 19 C). Na regido entre as
epidermes cotiledonares observa-se a presenca de drusas (Figura 19 C) e também de
conteudo mucilaginoso. A epiderme cotiledonar apresenta tricomas glandulares que podem

apresentar uma haste longa ou podem ser esféricos (Figura 19 D). O eixo hipocotilo-radicula
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apresenta-se desenvolvido. Na regido central, foi possivel observar em MEV a presenca de
estruturas de reservas envolvidas por uma membrana, estes apresentam um aspecto globoso
(Figura19 A).

2.3.1.6-T. grandiflorum x T. subincanum

Tegumento externo constituido de uma epiderme externa formada por ceélulas
tabulares, alongadas periclinalmente e tricomas simples filiformes (Figura 20 A e B). Abaixo
da epiderme observamos um extrato de células parenquimaéticas irregulares, contendo uma
grande quantidade sacos de mucilagem em diferentes fases de desenvolvimento (Figura 20
C). Nota-se também a presenca de feixes vasculares (Figura 20 E).

O tegumento interno é demarcado por uma faixa de células ligeiramente alongadas
no eixo anticlinal, com paredes lignificadas e esclerificadas, definindo um contorno em
formato de “U” (Figura 20 D). Este tegumento também apresenta uma fina camada
parenquimatica contendo drusas e por uma epiderme interna provida de uma cuticula espessa
(Figura 21 A e B). Como observado em T. speciosum e T. subincanum. O parénquima
cotiledonar possui células arredondadas, ricas em amido, e com algumas granulacdes de
natureza fendlica. Podemos observar que, entre as anfractuosidades dos cotilédones, existem
restos de endosperma gque assume uma forma triangular (Figura 20 F).

A epiderme cotiledonar destaca-se pelo intenso contetdo fendlico, e apresenta
tricomas glandulares septados, alongados e esféricos (Figura 21 C e D).

2.3.1.7-T. grandiflorum x T. obovatum

O tegumento externo € composto por uma epiderme ndo especializada, provida de
cuticula espessa. Destaca-se ainda a presenca de tricomas unicelulares simples. Abaixo
segue um estrato de células parenquimaticas onde se nota a presenca de sacos de mucilagem
e feixes vasculares (Figura 22 A e B). O tegumento interno é delimitado por uma camada de
células cubodides, com paredes espessas e lignificadas, definindo um contorno em formato de
“U” (Figura 22 E). O mesofilo parenquimatico é destacadamente mais espesso do que o
observado nas outras espécies analisadas, e formado por células de formato arredondado
(Figura 20 C e D).

A epiderme cotiledonar € formada por células arredondadas com presenca de
contetdo fendlico no citoplasma. Podemos observar nesta espécie dois tipos de tricomas
pluricelulares: estelares com “bracos” alongados e cilindricos (Figura 23 A e B). O
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parénquima cotiledonar é muito semelhante ao encontrado nas outras especies de
Theobroma, suas células apresentam formato arredondado e varias inclusdes no citoplasma,
conferindo-lhe um aspecto denso, apresenta também grande quantidade de idioblastos com
contetdo fendlico. As paredes celulares destas células sdo delgadas e ndo lignificadas,
formadas basicamente por celulose (Figura 23 C).

Um quadro sinoptico das estruturas anatbmicas encontradas entre as espécies

estudadas estdo na tabela 01.

Tabela 1 - Estruturas anatdmicas encontradas nas sementes maduras de Theobroma.

ESTRUTURAS
ESPECIE SM CP TS TG ID
T. grandiflorum + + + + -
T. speciosum + + - + +
T. subincanum + + - + -
T. obovatum + + - + -
T.obo x T. sub + + - + -
T.grand x T. obov + + - + -
T.grand x T. sub + + - + -

SM- Sacos de mucilagem; CP- Camada de palicada; TS- Tricomas simples;
TG- Tricomas glandulares; ID- Idioblastos no parénquima cotiledonar.
+ Presente

- Ausente
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2.4. DISCUSSOES

2.4.1. ANATOMIA DO TEGUMENTO

O tegumento das espécies de Theobroma, € formado por camadas distintas de células
parenquimaticas e células esclerificadas. Em cada tegumento existem caracteristicas
anatdmicas que merecem destaque, pois sdo peculiares de algumas espécies e outras sdo
comuns ao género.

O conhecimento da estrutura dos tegumentos como ferramenta de importancia na
taxonomia, foi revista por NETOLITZKY (1926); CORNER (1976); BOESEWINKEL &
BOUMAN (1984). CORNER (1976) prop6s que a classificacdo de ordem e superordem
poderiam ser baseada nas caracteristicas da testa, como uma caracteristica peculiar e
intrinseca das angiospermas.

CORNER (1976), considera Theobroma uma excecdo dentro da familia
Sterculiaceae, pois, pode-se notar que a testa ou tegumento externo constitui a maior parte
dos envoltdrios seminais, sendo que nos outros géneros da familia o tegumento interno
constitui a maior parte dos envoltérios seminais. Em T. grandiflorum, devemos observar que
a epiderme que reveste 0 tegumento externo apresenta tricomas simples filiformes, uma
caracteristica que a diferencia das outras espécies em estudo. A presenca de tricomas na
epiderme externa da testa é considerada por WERKER (1997) como uma ocorréncia pouco
comum. Segundo a autora estas estruturas sdo caracteristicas de algumas familias como
Malvaceae, Asclepiadaceae, Saliaceae enquanto em outras familias eles sdo ausentes ou
aprecem esporadicamente, e que diferentes tipos de tricomas, tais como projecdes da
epiderme ou somente papilas, podem ser encontrados dentro de um mesmo taxon. Quanto a
funcdo dos tricomas em sementes, WERKER (1997), cita que em muitas espécies, 0s
tricomas desempenham algum papel na dispersdo, aumentando a superficie de contato da
testa, se estes tricomas sdao mucilaginosos, podem ser relacionados com a mixospermia e
hidrocoria. Uma outra funcao foi levantada por BHATTACHARYA & SAHA (1991) apud
WERKER (1997), seria a de retencdo de agua pelos tricomas. A presenca de tricomas na

epiderme externa, ndo foi observada no tegumento das outras espécies em estudo.

O tegumento também é provido de longos feixes vasculares, estes estdo presentes em todas as espécies

estudadas. Segundo WERKER (1997) a principal funcdo do suprimento vascular é o transporte de minerais e

30



&gua, necessarios para o desenvolvimento do évulo e a sintese e acumulagdo de materiais de reserva. Quando a

semente atinge a maturidade o fluxo de &gua pelos feixes vasculares é reduzido.

As variagdes na estrutura da testa das sementes dependem, de um lado, de
caracteristicas especificas do 6vulo no que se refere ao numero e espessura dos tegumentos e
arranjo do tecido vascular, e do outro das modificac6es sofridas pelos tegumentos durante o
desenvolvimento da semente e maturacdo (ESAU, 1974). Os Ovulos de Theobroma séo
anatropos e bitegumentados. Deve-se observar que o potencial ontogénico dos Ovulos
bitegumentados é geralmente maior que o dos 6vulos unitegumentados, sendo assim as
sementes unitegumentadas tém envoltorio mais simples, com o nimero de camadas de
células parenquimaticas e esclerificadas reduzidas (BELTRATI, 1994).

O desenvolvimento da parede do 6vulo para a formagdo dos tegumentos, pode se dar
por divisdo celular periclinal ou anticlinal ou por crescimento celular, onde temos o
crescimento por alongamento radial (camada palicadica de células prismaticas com facetas
hexagonais) ou por alongamento tangencial. Na divisdo celular periclinal, temos o aumento
no namero de camadas de células, o que foi denominado por CORNER (1976) como método
multiplicativo, enquanto que na divisdo celular anticlinal, ocorre 0 aumento no nimero de
células em cada camada, este sendo chamado de método ndo multiplicativo. CORNER
(1976); BELTRATI (1994) citam que ambos os métodos de crescimento podem ocorrer
conjuntamente, como naqueles 6vulos que se transformam em sementes grandes como as de
Theobroma, ou pode haver predominancia de um deles. O método multiplicativo produz
envoltorios seminais macicos e complexos como os encontrados nas familias Myristicaceae,
Annonaceae, Clusiaceae, Fabaceae e Bombacaceae. Ja4 0 método ndo multiplicativo, os
tegumentos sdo bem mais simples, geralmente sdo sementes pequenas, onde as células
apenas crescem e se diferenciam, como ocorre nas familias Caryophylaceae, Papaveraceae,
Gesneriaceae e Scrophulariaceae.

Nas espécies estudadas a forma como os tegumentos se apresentam na semente
madura, nos leva a pensar em um crescimento através do método multiplicativo, pois o
tegumento externo, possui varias camadas de células parenquimaticas, e algumas células
diferenciadas como os sacos de mucilagem presentes no parénquima. Especial atengédo deve
ser dada para estas estruturas, pois sdo encontradas em todas as espécies estudadas, sendo
mais freqiente em algumas como T. grandiflorum e T. subincanum, onde temos sacos de
mucilagem de varios tamanhos, agrupados ou isolados, j& em T. speciosum e T. obovatum,

estas estruturas estdo presentes, mas em pouca quantidade. CORNER (1976) registra a
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presenca de sacos de mucilagem no tegumento externo de T. cacao, no entanto na literatura,
eram inexistentes informacdes sobre estas estruturas em outras espécies do género.

As sementes com tegumentos multiplicativos, sdo caracteristicas de familias
primitivas, sdo geralmente sementes grandes. Para o0 género Theobroma, CORNER (1976)
sugere um super crescimento com minima diferenciacdo de tecidos, este autor cita que o
desenvolvimento do zigoto é suprimido no quinto dia ap6s a polinizacdo. No caso das
familias onde ocorre as sementes denominadas supercrescidas “Overgrown seeds” as
camadas celulares dos envoltorios, multiplicam-se sem que haja diferencia¢do dos caracteres
tipicos da familia nos tegumentos (CORNER, 1976; BELTRATI, 1994). Estes autores
relatam que no final do desenvolvimento, se os tegumentos da semente ndo forem amassados
pelo crescimento do endosperma e do embrido, permanecem como um envoltério de paredes
finas em torno da semente. O crescimento pelo método multiplicativo é tido como uma
caracteristica primitiva dentro da escala de evolucdo. Segundo BELTRATI (1994) a
evolucdo tem levado a uma perda do carater multiplicativo, no entanto também, pode levar a
um excesso de multiplicagdo como ocorre nas sementes chamadas supercrescidas.

Em uma semente madura, pode-se encontrar um embrido, quantidade varidvel de
endosperma ou sua auséncia e 0 tegumento (ESAU, 1974). E possivel observar que na
maioria das sementes, a grande parte dos tegumentos sdo degenerados e possivelmente
absorvidos por outros tecidos em desenvolvimento (FANH, 1990) a exemplo do que foi
observado por DANGOU et al (2000) em T. cacao, onde demonstrou que o endosperma foi
todo reabsorvido durante o desenvolvimento, CORNER (1976) também, observou que nas
sementes de T. cacao, o endosperma € bastante reduzido, fato também constatado neste
trabalho onde o endosperma encontra-se ausente, quando presente este tecido é constituido
de uma fina camada de células.

Em algumas familias as caracteristicas estruturais sdo mais uniformes como o que
ocorre em Leguminosae, que possui uma exotesta tipica com uma linha lucida bem visivel
(CORNER, 1976; WERKER, 1997). Embora a estrutura do tegumento seja determinada
geneticamente, esta pode ser modificado por outros fatores, como tipo de fruto, densidade de
sementes por fruto e fatores externo (WERKER, 1997)

Nas espécies estudadas o tegumento interno, apesar de possuir um ndmero menor de
camadas de células parenquiméticas quando comparado com o tegumento externo, tem
participagdo fundamental na estruturagio do tegumento na semente madura. E no tegumento

interno que se encontra a principal camada mecénica, que consiste em uma camada em

32



palicada, bastante lignificada, a partir da epiderme externa do tegumento interno. A presenca
de uma camada pali¢adica no tegumento das sementes foi revista por CORNER (1976) onde
0 autor faz uma classificagdo, de acordo com a localizagdo da camada mecanica principal.
Segundo este autor, para as sementes de dicotiledéneas que apresentam testa caracteristica
sdo chamadas sementes testais e as que possuem o tégmen caracteristico, sdo denominados
sementes tégmicas. O autor citado acima destacou na ordem Malvales a presenca de uma
palicada exotégmica, com células apresentando alongamento radial e limen obliterado. Isto
ocorre com todas as espécies analisadas, onde se nota a ocorréncia desta camada de células
bastante lignifcadas, no tegumento interno, originada a partir da epiderme externa. Seguindo
a classificacdo de CORNER (1976), estas sementes se enguadram como sementes
exotégmicas (camada mecéanica principal originada a partir da epiderme externa do
tegumento interno).

Ha evidéncias de que a estrutura do tegumento interno na semente madura, foi
comprimido durante o desenvolvimento do embrido, que em Theobroma € bastante
desenvolvido e ocupa grande parte da semente. Por esta razdo grande parte das camadas
parenquimaticas encontram-se compactadas, sendo a camada em palicada o Unico estrato
celular que pode ser visualizado de forma integra.

Durante o desenvolvimento da semente o tegumento participa na transferéncia de
material de reserva. A acumulacdo temporaria de material de reserva é necessaria para o
desenvolvimento de varias partes da semente em diferentes periodos. O amido é mais
comumente encontrado nos tecidos de reserva temporario, muito raramente encontram-se
reservas no tegumento da semente madura, algumas vezes encontra-se proteinas,
remanescentes que ndo foram usadas como reservas temporarias ou estdo como reservas para
a germinacgéo do embrido (WERKER, 1997).

Quanto a funcéo do tegumento, podemos citar que na semente em desenvolvimento,
0 tegumento atua como rota para transporte e conversdao de aminoacidos e agucares do
pericarpo para 0 saco embrionario, assim como para o préprio desenvolvimento do
tegumento (TURNER, 1975; THORNE, 1985, MURRAY, 1979 a, 1987, 1988 apud
WERKER, 1997).

WERKER (1997), cita que o tegumento durante o processo de desenvolvimento da
semente acumula material de reserva, servindo como tecido temporéario de reserva, também

atua na troca gasosa, além de servir como protecdo contra a dissecacdo e injdria mecéanica.
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Nas sementes desenvolvidas, age na protecdo do embrido maduro contra a dissecacdo
e danos fisicos e biologicos. Em algumas espécies onde a semente é a unidade de disperséo,
0 tegumento algumas vezes desenvolve algumas estruturas especializadas como sarcotesta,
arilo e asas (WERKER, 1997).

O tegumento atua como regulador da entrada de agua, em alguma espécies mantém a
dorméncia prevenindo a absorcdo de dgua ou trocas gasosas. Em alguns casos serve como
um tecido de reserva para a germinacdo (WERKER, 1997).

FANH (1990) atribui o melhor desenvolvimento do tegumento externo a adaptagéo
para a prote¢cdo mecénica ou perda de umidade, enquanto o tegumento interno ndo é
especializado.

No presente trabalho algumas das caracteristicas gerais citadas por CORNER (1976)
podem ser encontradas nas espécies T. grandiflorum, T. obovatum, T. speciosum, T.
subincanum e nos trés hibridos. As sementes destas espécies podem ser reconhecidas pela
presenca no tegumento externo, de células no parenquimaticas que se diferenciaram e
segundo o autor acima citado deram origem as estruturas conhecidas como saco de
mucilagem. Em todo o material analisado estas estruturas estiveram presentes, apenas a
quantidade e tamanho era variavel entre as espécies analisadas.

A presenca de mucilagem e células mucilaginosas foi retratada por (FANH, 1990;
CORNER, 1976; CUTTER, 1998; BOSEWINKEL & BOUMAN, 1988). De uma forma
geral, os autores fazem relagdes desta substancia com a adaptagéo e dispersdo das sementes.
Foi observado em todo o material estudado a presenca de mucilagem nos espacos
intercotiledonares e como contelido das estruturas encontradas no parénquima do tegumento
externo chamado de sacos de mucilagem. A denominacdo sacos de mucilagem foi
empregada por CUATRECASAS (1964) e posteriormente por CORNER (1976) para
designar as células do parénquima do tegumento externo de T. cacao que se diferenciavam e
tinham seu volume aumentado e passavam a produzir mucilagem, vale lembrar que o autor
ndo faz mencdo em sua obra sobre testes histoquimicos utilizados para identificar a natureza
desta substancia.

Segundo METCALF & SHALK (1983) a presenca de canais mucilaginosos nas
angiospermas, € considerada como um carater diagndstico importante para a taxonomia,
ROTH (1971) também cita a presenca de canais de mucilagem no pericarpo de T. cacao. No
presente trabalho podemos observar que a existéncia destas estruturas é um fato comum a

todas as espécies e inclusive nos hibridos, a diferenca ocorre na quantidade destas estruturas
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ou se estdo agrupadas ou isoladas. A presenca de mucilagem dentro de sacos, é considerada
por WERKER (1997), como sendo de ocorréncia rara, no entanto de acordo com as
caracteristicas observadas no presente estudo, podemos atribuir como sendo peculiar do

género.

2.4.2. ANATOMIA DOS COTILEDONES

Nas sementes de Theobroma, a parte mais desenvolvida é o cotilédone com a maioria
das substancias de reserva armazenadas no parénquima cotiledonar. E um fato bem
conhecido na literatura que, em sementes ndo endospérmicas ou nhaquelas em que o
endosperma € bastante reduzido, como foi observado em Theobroma, os cotilédones podem
desempenhar uma dupla funcdo de armazenamento e sintese, como ocorre com as sementes
de espécies do género Phaseolus, Cornus e Pisum (KOSLOWSKY, 1972).

Segundo CORNER (1976) o embrido em Theobroma possui coloragdo marrom
achocolatado ou violeta; cotiledones espessos e dobrados com superficie puberolar, tricomas
simples, cilindricos, obtusos proximamente septados. As células da epiderme cotiledonar,
obedeceram um padrdo semelhante para todas as espécies estudadas, sdo células irregulares
mais ou menos arredondadas com um citoplasma denso, e aparentemente com intensa
atividade metabolica. As células da epiderme sdo impregnadas por material fendlico. No
mesofilo dos cotilédones uma caracteristica marcante é a presenca de idioblastos com
polifendis. Estas estruturas sdo encontradas dentro de células vacuolizadas. Durante a
fermentacdo do cacau no processo de fabricagdo do chocolate, estes componentes participam
na formacdo do “flavour”. Atualmente existe um grande interesse nos polifendis de cacau,
devido a sua atividade antioxidante e seus possiveis beneficios para a satde (BRITO et al,
2002). Segundo a literatura estas substancias estdo geralmente localizadas dentro de
vacuolos, associadas a alcaloides formando complexos. Em T. cacao, os polifendis estdo
associados a presenca de teobromina e cafeina (JAENICKE, 1973 apud LENCI, 2002).

A epiderme cotiledonar possui tricomas glandulares, multicelulares, presentes em
todas as espécies analisadas. Em algumas espécies como em T. grandiflorum, existe uma
quantidade muito grande de tricomas em estagios iniciais de desenvolvimento e totalmente
desenvolvidos. Tricoma do tipo estelar foi encontrado no hibrido T. grandiflorum x T.

obovatum, que também apresenta tricoma glandular como em T. obovatum.
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PAOLI (1995) cita que os tricomas e seu possivel papel na planta como defesa tém
sido alvo de estudos dos sistematas, evolucionistas e ecologistas. Segundo a autora para 0s
taxonomistas, os tricomas apresentam um valor diagnostico, porque certos tipos de tricomas
sdo mais comuns em um género do que em outro. Os tricomas encontrados nas espécies
estudadas, possuem a mesma morfologia dos tricomas encontrados nas estruturas vegetativas
de T. cacao e T. grandiflorum (CUATRECASAS, 1964).

Segundo FANH (1990) os tricomas glandulares estdo diretamente relacionados com a
secrecdo de varias substancias, como solugdes salinas, solugcdes acucaradas (néctar), terpenos
e polissacarideos.

De acordo com CORNER (1976) tricomas ndo ocorrem em sementes ariladas ou
sarcotestais. Neste estudo ndo foram observados tricomas na testa das sementes, com
excecdo de T. grandiflorum que possui longos tricomas filiformes na epiderme externa do
tegumento externo.

Os tricomas sdo mais bem evidenciados na epiderme cotiledonar e sdo muito
semelhantes aos descritos por NAKAYAMA et al (1996) quando analisou folhas adultas de
T. cacao. Estes autores citam a ocorréncia de dois tipos de tricomas glandulares, muito
semelhantes aos encontrados na epiderme cotiledonar das espécies analisadas.

Com a utilizacdo de MEV foi possivel a visualizagdo de tricomas simples filiformes
na superficie do tegumento externo de T. grandiflorum. Aparentemente estes tricomas estao
relacionados com a presenca de material mucilaginoso na superficie, somente nesta espécie
verificamos este tipo de tricoma. Os tricomas da epiderme cotiledonar apresentam
morfologia distinta e talvez possuam fun¢ées diferenciadas.

A separacdo entre os tegumentos e os cotilédones em T. grandiflorum durante a
fabricacdo do chocolate significa um entrave, pois 0s tegumentos permanecem aderidos aos
cotilédones, comparando com T. cacao, espécie de facil descorticamento. Podemos fazer
algumas inferéncias com base nos aspectos anatdmicos: A propria estrutura dos cotilédones
na semente de T. cacao, permite que haja um espaco, entre a epiderme interna do tegumento
interno e a epiderme cotiledonar. Em T. grandiflorum, assim como em T. subincanum e T.
speciosum, isto ndo ocorre, ndo se observa a presenca deste espaco, devido os cotilédones
ocuparem grande parte da semente, especialmente em T. grandiflorum. Com o aumento da
pressdo exercida pela expansdo dos cotilédones sobre o tegumento interno, ocorre um

achatamento das células parenquimaticas do tegumento interno em decorréncia da existéncia
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de uma camada mecanica no tegumento interno, que em T. grandiflorum é notadamente mais

desenvolvida. Esta camada possui paredes bastante espessas e lignificadas.
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2.5. CONCLUSOES

O tegumento externo das espécies estudadas pode ser bem caracterizado pela presenca
dos sacos de mucilagem nos primeiros estratos de celulas que compBem as varias
camadas parenquimaticas. Estas estruturas se diferenciam e tornam-se muito maiores que
as demais células parenquimaticas. A presenca dos sacos de mucilagem é uma
caracteristica comum em T. grandiflorum, T. speciosum, T. subincanum, T. obovatum e

nos trés hibridos.

A presenca dos sacos de mucilagem, no tegumento externo pode esta relacionado com a
impermeabilidade que este tecido confere a entrada de agua no embrido, tendo em vista
que a retirada dos tegumentos acelera a germinagao.

Podemos também pensar em um tecido de reserva extra-embridnico, seria interessante
fazer o acompanhamento da germinacgdo, para observar se estas reservas contidas nos

sacos de mucilagem sé&o utilizadas durante o processo.

O eixo embrionario, na maioria das espécies estudadas, possui estruturas que funcionam
como uma bolsa armazenadora de polissacarideos &cidos, estas estruturas sao
semelhantes ao sacos de mucilagem do tegumento externo, pela proximidade é evidente

que este conteddo seja usado no processo de germinacao.

Como o tecido endospermatico nas sementes maduras é quase ausente ,as células do

parénquima cotiledonar assumem a sintese e acumulagdo de substancias de reservas.

As ceélulas do parénquima cotiledonar apresentam citoplasma denso e demostram uma

atividade intensa. Mesmo ap0s a fixacdo, os nucleos mostraram-se bastante evidentes.

Em todas as espécies analisadas o tegumento interno é caracterizado pela presenca de
uma camada palicadica bastante esclerificada. Esta camada mecénica é originada na
epiderme externa do tegumento interno, sendo assim todas as espécies e hibridos
possuem sementes exotégmicas de acordo com a classificacdo de CORNER (1976).

As caracteristicas anatbmicas de Theobroma speciosum permitem separa-la das demais
espécies, pois é a unica que possui idioblastos no parénquima cotiledonar com estrutura

quimica semelhante aos sacos de mucilagem do tegumento externo.
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e Theobroma grandiflorum possui tricomas na epiderme externa da testa. Esta
caracteristica ndo foi encontrada nas outras espécies, estes tricomas estdo associados

diretamente com a presenca de mucilagem na superficie do tegumento.

e Tricomas glandulares em diferentes estagios de desenvolvimento sdo freqlentes na
epiderme cotiledonar. Sdo tricomas multicelulares que apresentam intensa atividade
metabdlica e podem estar associados com a sintese de substéncias. Estes tricomas séo

muito semelhantes aos encontrados em 6rgaos vegetativos de espécies deste género.
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Figura 01-Estrutura anatdmica da semente madura de 7heobroma cacao L. A-semente em corte longitudinal: B- detalhe da semente em corte longitudinal. (Adaptado de
AKISUE & OLIVEIRA, 1991).
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Figura 02 - Colecdo "Addison O'Neill" - Embrapa Amazonia Oriental / Belém - PA
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Figura 03- 7 zrandificrum A-planta eultivads; B-aspecto geral do frido, Coaspecto extemo da semente; D-

semerite e cofte longitudinal
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Figura 04 I obowation. A-scpecto da drvore; B-detalbe do fimte, C-fizto (corts

longzitidinaly D-odo (corte trarewersaly E-aspecto externo de mha cermente; F-
severite [CoTte loryzimadinal)
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Figura 05. & spogosuws; A- acpecto geral da drvere; B- oo (wpecto geral), C- oo (corte

trarsrers aly,  D-semerte (aspecto extenmo’ E e F-sanerte am corte longitodingd (detalhe do smbaiao).
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Figura D6- I sufmincoum . A-aspecto geral da dmeere; B, € D-detalle do o (ohs ervrar polpa de

coloracio brane o) E-aspecto externo da sermerde.
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Figura 07- I cbovanon x Douliwcouny, A e Bowpecto gral do fote, C-Frote an corte

longzitndival, D-fndto an corte wawwercal; E-acpecto geral da carvette; F-cavetite an corte
loneinadirl
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Figura 08- T grandiforum A-superficie do tegumento exemo (MEWV), B-tricomas (1) na epiderme exiema

MEY:. C-detalhe dos tncomas (i) na epaderme externa do tegumento extemo (MEV); D-idioblastos em secgio

trangversal (MEVY, E-idioblasios agrupados no teguments exiemo (1005, F-detalhe do idiohlasto no parfnguama do
tegattento externa (4000
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Figura 09- T grandifforum. A-cotts teeneversal do tegumento evidencizndo os feixen vasculares () & a

carnada de células escletificadas om paligada (eeta), Bocamada de odlulas sacledficadas (zetd) e epiderme intemia
do tegumento interno (epd) (400 ; C-célalas parenouimaticas do tegaments edemo (MEY), Doparénmima
cotiledonar mostrands céhulas com compostos fenobcos (seta) (400z), E-supedicie da epiderme miema do
tegumento interno, Focélulas do parfnguima cotiledonar (RMET)
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Figura 10- T grandifforion. A-Céhilas do parénguims cotedonar em vista frontal coradas com
Safraning e Fast Green (seta) com macleos bemn evidenciados  (200x);, B-wdhoblagtos com condetdo
femolicn (seta) (400x), C-tncomas glandulares na epiderme cotiledonar (400, D-tricoma glandular com
formagio de pedieslo (10005,
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Figura 11- T grasdiforum & seclo longibudmal do eizo hipocdtlo-radicula em corte longitudind
(eéludag pom contedde Fendlics) (#els brancs), células com contedda deido Czeta preta) (4005
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Figura 12- 7 chovafum A-idichlastos no fegumentn sderno (seta) (20020 B-detalhe da spiderme

externa do legumento extemo (geta) (D002, C-adwoblastes no tepumento externo (2002, Deparénguims
cotdedonst, Erﬁ.us de amido (geta) MEV, E ¢ F-eixo tﬂpncﬁtﬂu-radi-:ﬂa. Oheervar céhalag com contenlido
acaddo (petn) (2007, G-detathe dos feixes vesoulares (F71 no tegumento sxtemo (4002).
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Figura 13- T obovatum, A-camnda de céhidas esclerificadas Csetn) (20030, B e C- cristais

de oxalato de caloio (sete) na superficie da spiderme miema do tegumento sxtemo (MEV), D-
eéhdag do parnquims cobiledonar (seta) svidenciandn os ndeless e conteids fendlica (100
Eiricomas glandulsses (gela) na epiderme cotiledonar (400x), F-detathe dos tricomas
platichdases s seegio angreteal (peta) (400x).
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Figura 14- T speciosum. A-saccs de sucilagem no tegumento extemo () (4005, B-painguse do

tegumento extemo (MEV), C-detalhe das drusas nas céhulas parenquimaticas (seta) (400x), D-camada de
células esclerificadas (zetd) (400x), E-camada do céhulas ssclerificadzs (MEV), F-detathe da epddesme
interna do tegumento intemno  Cepl) (400x).
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Figura 15- I speciosios. A-céhilse do pardnquime cotiledorsr com compostos fendlicos (seta)
(4001 B-idioblastos (id)ne paringuaing cotiledorwr com substincise 4cidas (400xy C-idichlastos
(id) sgpapados o paritquima cotiledomar (400xy Dricornas () glandalares comm haste longa na
epidenme cotiledoriar (400 E-ectdmtgtas (seta) i epidente cotiledorar (4003).
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Figura 16- T subincanum. A-superdficie da epiderme exierna do fegumento externo MEV; B- saco de

muctlagem (em) no patngquima do tegumento extemno (200x), C-zacos de mucilagem (zets) MEV, Docamads
de céhlas epclesificadas (geta) e patéoquitis coudedonar (peot) 400x;,  E- epidetrne intemns do tagumento
mterno (peta) (400z); F-crisias na epaderme interna do tegumento mtamo (MEY).
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Figura 17- T subircanen. A-painguime cotdedona (20051, B-dmsas na epiderme cotledones

(zeta pretd) 200z, C- incomas () glandulsree ne epiderme cotitledonaer (400x), Deimcomas (i)
glandulares com formagio de hasts (seta) (400x)
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Figura 18- T obovatum x T subiscarm A-idioblastos de mucdagem em MEV (id), camada de

células esclenficadas (seba) MEV, B-células do parfniquima cobiledonar (peodd (2002, C-céhulas do
parénquima cobiledonar evidenciando grios de amado em MEV, Docamads de células esclerificadas

MEV.
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Figura 19 - Tobovatum ¢ Taubivemesm A-estruturas de reserva sncontradas no sieo hapoedtilo-radieuls

(eets) MEY ; B-células do pafnogaima cotdledonst cotn nlcleos evidentss (peta) (A00x); C-deuses entze a

epaderme cotiledonar (sete menon) e fexes vasculares (£ (40000, D-4ncomas glandulares na epderme
cotiledonar (k) (400
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Figura 20- T grawdiflorum  Taubincamun Addcoms (1) ne epiderme exlemna (40050, B. delathe do

tnpoma tin epiderme exteme (seiw) (400x); C-idioblestos no tegumento wdemo (100x); D-csbalas

esclenficadas (seta) (402, E- foxes vasoulares em secgio longiudinal () no parsnoguma (400z), E-resio de
endosperma snlie 0s colilédones (sela) (A0
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Figura 21- I poudifows » T sulicouo. A cihilie do pabnquitvg sub- epiddnnice (seta)
(100 B- dnisas no paréruquitna (s eta] (400 Caricomas gladalires no spidenne do parérequimg
cotiledomar (seta) (4007 - wicommas glandulares 1a epidenme cotiledomar comm fomtacio de haste
Lo (seta) (400,
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Figura 22- T gandifiorum z T. obovanon A-epidesme sxtorna do taguaments extorno (ope)

(400x); Boadichlastos no tegumento (200z), € e D-detathe das células do pardnoguana (4002
E-comada de celulas eaclenificades s paligada (aetay (4003,
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Figura 23- I pawdifiorm x T obovatiee Aricoms glavdular (1) na epidenme cotiledonar

(400xy B- twicamna () estrelado na epidenme cotiledonar (200xL C- cébales do parinquirna

cotiledomar (seta), oheervrar cordeido fmolico (#4007,
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3. CAPITULO II

HISTOQUIMICA DE SEMENTES DO GENERO THEOBROMA L.
(STERCULIACEAE).

RESUMO-(Histoquimica de sementes do género Theobroma L. - Sterculiaceae). As
substancias de reserva em sementes sdo de grande importancia, por representarem a principal
fonte de energia para a germinacdo e o estabelecimento das plantulas além de outras
aplicacdes tecnoldgicas na agroindustria. Neste trabalho, foram utilizadas técnicas de
histoquimica para determinar a localizacdo de proteinas totais e polissacarideos. Os resultados
da analise in situ do material de reserva mostram que os polissacarideos acidos sdo
encontrados no tecido parenquimatico do tegumento externo, em estruturas definidas como
sacos de mucilagem. Nas regiGes dos espacos intercotiledonares, observou-se, a presenca de
substancias acidas. Em T. speciosum, os polissacarideos acidos podem ser evidenciados entre
as células do parénquima cotiledonar, além do tegumento externo. Os polissacarideos neutros
sdo sintetizados, principalmente, na forma de grdos de amido, no citoplasma das células do

parénquima cotiledonar.

PALAVRAS CHAVES: idioblastos, parénquima cotiledonar, polissacarideos,

proteinas.
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3.1. INTRODUCAO

Materiais de reserva podem ser acumulados em praticamente todos os tecidos da
semente, podendo ser temporérios ou permanecer até a germinacdo (WERKER, 1997). A
autora mencionou que reservas similares, como proteinas e corpos lipidicos, podem ser
diferentes na sua composicdo em diferentes partes da semente e que estas substancias
acumuladas na semente sdo caracteristicas de cada taxon. Grdos de amido diferem
principalmente na sua estrutura; corpos protéicos podem variar tanto na estrutura como na
composic¢do quimica e corpos lipidicos variam principalmente na composicao quimica.

A distribuicdo destas substancias € bastante variada. Dependendo da espécie podem
ocorrer em diferentes tecidos, ou substdncias de diferentes naturezas podem ocorrer no
mesmo tecido da planta. BEWLEY & BLACK (1994) citam que maior parte das reservas
ocorrem dentro do embrido, geralmente os cotilédones, embora na castanha do Brasil
(Bertholletia excelsa) elas ocorram dentro do eixo hipocotilo/radicula. A ocorréncia destas

substancias nos tecidos das sementes é ilustrada na tabela abaixo:

Tabela 2- Distribui¢do de substancias de reserva em sementes:

CULTURA PRINCIPAL SUBSTANCIA TECIDO
DE RESERVA
cevada carboidratos endosperma
milho carboidratos endosperma
castanha do Brasil proteina eixo hipocdétilo/radicula

centeio carboidratos endosperma

caju proteina cotilédones
feijao carboidratos cotilédones
pinho carboidratos megagametofito

soja proteinas/carboidratos cotilédones

Fonte: BEWLEY & BLACK (1994); LOTT (1984)

Métodos histoquimicos tém sido desenvolvidos para analises qualitativa e quantitativa

de muitos componentes celulares, incluindo as proteinas, carboidratos, lipideos, acidos

nucleicos e uma série de componentes idnicos presentes em solucBes celulares (GAHAN,

1984).
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Estes métodos, quando associados com varias técnicas de imagens microscopicas,
podem ser utilizados na identificacdo e localizacdo de muitas substancias importantes nos
tecidos de animais e plantas (GAHAN, 1984).

Em sementes endospérmicas, o endosperma é referido como uma importante fonte de
nutrientes para o embrido durante a germinacdo. Reservas de proteinas, carboidratos e
lipideos comecam a ser formadas ap6s o periodo inicial do crescimento mitético. Proteinas
sdo sequestradas em corpos protéicos, carboidratos na forma de grdos de amido ou na
composi¢do da parede celular e lipideos em corpos lipidicos ou oleaginosos (BEWLEY &
BLACK, 1994).

OGUNNOYELA & ESAN (1984) observaram que lipideos, carboidratos e proteinas
representam as trés principais classes de nutrientes organicos, substancialmente, retirados dos
cotilédones durante a germinacao.

Os estudos referentes a constituicdo quimica das sementes tém sido bastante
destacados devido a importancia que desempenham na alimentacdo humana. Cerca de 70% do
que é consumido mundialmente, é originado diretamente de sementes (BOESEWINKEL &
BOUMAN, 1984). Por esta razdo a maioria das informagdes existentes na literatura € sobre
espécies utilizadas na agricultura (arroz, trigo e soja) e pouco se sabe sobre espécies
selvagens. No entanto, a busca por novas espécies de importancia econémica tem aumentado
0 interesse pela composi¢do quimica dos elementos de reservas presentes nas sementes, em
especial de espécies ndo cultivadas (BEWLEY & BLACK, 1994).

BEWLEY & BLACK (1994) citam que, além dos constituintes quimicos normais
encontrados em todos os tecidos vegetais, as sementes possuem quantidades extras de
reservas armazenadas como fonte de alimento para manter o crescimento das plantulas e
destaca como principais os carboidratos e proteinas.

Carboidratos como material de reserva podem ser encontrados no embrido,
principalmente nas células dos cotilédones e no endosperma ou perisperma, junto com outros
tipos de reservas (WERKER, 1997). Segundo (BEWLEY & BLACK, 1994), o amido é o
carboidrato de reserva mais comumente encontrado nas sementes. O amido é frequentemente
encontrado nos tegumentos das sementes. Em certos estagios do seu desenvolvimento é
consumido e desaparece, embora algumas vezes pequenas quantidades remanescentes possam
ser encontradas (WERKER, 1997).

As proteinas de reserva sao diferentes das proteinas que atuam na constitui¢do celular,
pois sdo metabolicamente inativas (MAYER & POLJAKOFF- MAYBER, 1989). Em
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sementes secas, as proteinas podem aparecer sob a forma de discretos corpos protéicos ou
grdos de aleurona, limitados por uma membrana. Podem ser localizados no embrido ou no
endosperma e na maioria das espécies sdo encontradas em ambos. Os corpos protéicos podem
servir como material de reserva temporaria nos estagios iniciais do desenvolvimento da
semente, estas estruturas podem ser diferentes estruturalmente e quimicamente podendo
ocorrer dentro da mesma célula ou em tecidos diferentes da semente (WERKER, 1997).

Segundo WERKER (1997), os principais materiais de reserva na semente madura Sao
0s corpos protéicos; os corpos lipidicos ou oleossomos (substancias lipofilicas) e carboidratos
na forma de amido ou como constituintes da parede celular. BEWLEY & BLACK (1994)
afirmam que as reservas alimentares encontram-se depositadas dentro do embrido,
geralmente, nos cotilédones, embora na Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) estas
reservas ocorram dentro da radicula/hipoc6tilo ou dentro de tecidos extra- embridnicos. O
autor cita que diferentes reservas podem ser armazenadas em diferentes tecidos. O
endosperma pode ser uma fonte exclusiva de carboidratos, enquanto cotilédones contém
proteinas e lipideos.

As reservas de carboidratos, lipideos e proteinas presentes nas sementes sdo utilizadas
pelo embrido como fonte de energia e substrato para estruturas celulares. A utilizagcdo de
amido ou de acgucares soluveis, dependendo da espécie, ¢ variavel, podendo ocorrer durante a
germinacdo ou no estadio de plantulas (BEWLEY & BLACK, 1994).

Com relagdo as espécies de Theobroma, LENCI (2002), através de técnicas de
citoquimica utilizando corantes especificos, localizou nos cotilédones destas espécies a
presenca de grupos radicais sulfatados e carboxilados, polissacarideos neutros, material
protéico e reservas lipidicas. Segundo a autora, através de analises quimicas das sementes,
ficou evidenciado que existem diferencas na composicdo do principal composto de reserva.
Em T. microcarpum, os principais compostos séo os carboidratos, enquanto que em T. cacao
e T. obovatum os lipideos sdo os principais.

CUNHA et al (1997), estudaram as alteracdes que ocorreram na estrutura celular das
améndoas de Theobroma grandiflorum durante o processo fermentativo. Este autor cita que o
Azul de Toluidina e o Xilidine Ponceau, evidenciaram uma redugdo na camada
parenquimatica durante este processo. O autor ainda cita que a principal substancia de reserva
nos cotilédones de T. grandiflorum possa ser lipideos e que o material estudado também

apresentou abundancia de proteinas.
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Pesquisas histoquimicas tém demonstrado a importancia destas substancias no
metabolismo das sementes, principalmente, durante a formacdo, desenvolvimento e
estabelecimento das plantulas. Embora o género Theobroma tenha sido alvo de estudos de
morfologia classica e técnicas de biologia molecular que serviram de subsidios para a
definicdo de sua taxonomia, dados referentes aos aspectos histoquimicos com esta finalidade
ainda sdo muito restritos. Devido a importancia econémica de algumas espécies deste género
trabalhos foram desenvolvidos com Theobroma cacao que é a espécie atualmente mais
explorada e conhecida. Suas sementes apresentam de 15 a 20% de proteina em peso seco, e
cerca de 50% de gordura (BIEHL et al, 1982; SPENCER & HODGE, 1992 apud SILVA,
2000). Estes dados foram obtidos a partir de analise quimica, no entanto, nada consta sobre
estudos a respeito das caracteristicas histoquimicas das sementes.

FIGUEIREDO et al (2001) utilizando métodos bioquimicos e fisiologicos
determinaram a quantidade de amido, acucares totais e redutores em cotilédones, raizes e
folhas de plantulas de T. grandiflorum. LENCI (2002) caracterizou histoquimicamente e
anatomicamente os cotilédones de T. cacao, T. microcarpum e T. obovatum.

De uma maneira geral os dados existentes na literatura ainda sdo recentes e limitados
no que se refere a trabalhos de histoquimica aplicados a sementes tropicais. Sabendo da
importancia destas informac6es na elaboracdo de processos tecnoldgicos e para o melhor
conhecimento da biologia destas espécies, este trabalho teve como objetivo, caracterizar
histoquimicamente as principais substancias de reserva nas sementes maduras do género

Theobroma por meio de utilizag&o de técnicas de histoquimica vegetal.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. HISTOQUIMICA

Foram utilizados frutos maduros, provenientes da Colecdo de Theobroma ““Addison
O’Neill” e do Banco ativo de germoplasma de cupuaguzeiro ambos pertencentes a Embrapa
Amazonia Oriental, na cidade de Belém no Estado do Para. Para a andlise histoquimica o
material foi fixado em uma solucdo de Glutaraldeido 2,5% em Tampao Fosfato 0,1 M (pH
7,2) por 24 horas a 4°C (RUZIN, 1999). O material foi lavado trés vezes na mesma solucdo
tampdo, em seguida, desidratado em série alcodlica-etilica e posteriormente incluido em
parafina histologica. Este material foi seccionado em cortes transversais e longitudinais na
espessura de 8um a 12um. A desparafinizacdo foi efetuada usando uma bateria de xilol-etanol

e submetidas aos seguintes testes histoquimicos:

A-AZUL DE TOLUIDINA (AT-0): Este corante foi usado para identificar polissacarideos
acidos, através da reacdo de metacromasia. As laminas contendo os cortes foram tratadas com
uma solugdo aquosa de AT-O 0,5% acidificada com HCI 1N para pH 3,0 por 5 minutos,
lavadas em agua destilada, desidratadas em uma série etilica, seguida de um banho em xilol e
montadas com Balsamo do Canadd. (GORDON & McCANDLESS, 1973; McCULLY, 1970).

B-AZUL DE ALCIAN (AB): Esta solucdo foi usado para deteccéo de polissacarideos &cidos.
Os cortes foram corados por 24 horas em solucdo aquosa de AB 8 GX a 1%, ajustado com
HCI 1N-pH 0,5 (PEARSE, 1985), em seguida foram desidratadas em alcool-xilol e montadas

com Béalsamo do Canada.

C-ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS): Usado para identificar polissacarideos
neutros. Os cortes foram oxidados com solucdo aquosa de acido perioddico a 1% durante 10
minutos, lavados em &gua corrente e corados com o Reativo de Schiff por 20 minutos. Foram
entdo lavados em agua corrente, desidratados em alcool-xilol e montados com béalsamo do
Canad&. Como controle negativo o mesmo material foi corado sem a passagem pela oxidacao
com o &cido periédico (GAHAN, 1984).
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D-AZUL BRILHANTE DE COMASSIE (CBB): O CCB (Azul brilhante de Comassie 250
R) é proposto como corante quantitativo para proteinas totais em células vegetais (GAHAN,
1984). As laminas contendo os cortes foram coradas por 24 horas em CBB 0,02% diluidas em
solucéo etanolica acidificada de Clarke, posteriormente, lavadas na mesma solugédo, seguida
de passagem em &gua destilada, desidratadas em alcool-xilol e montadas com Béalsamo do

Canadéd (GAHAN, 1984).
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3.3. RESULTADOQOS

3.3.1. CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DAS SEMENTES MADURAS
Os testes histoquimicos para proteinas totais, polissacarideos acidos e neutros
demonstraram uma grande variacdo entre espécies e diferentes tecidos. Abaixo temos as

reacOes descritas para cada espécie, de acordo com a andlise citoquimica utilizada.

Theobroma grandiflorum.

Para a localizacdo de carboidratos neutros, foi utilizado o PAS. Através dos resultados
podemos afirmar que os carboidratos encontram-se principalmente na forma de gréos de
amido, nas células do parénquima cotiledonar e como constituintes da parede celular,
indicando a presenca de celulose (Figura 1 A e B).

Quando submetida a reacdo de CBB, as células do parénguima cotiledonar reagiram
positivamente. As células desta regido evidenciaram nucleos grandes e parietais, sendo
algumas células binucleadas (Figura 1 C). Os tricomas reagiram positivamente ao teste com
CBB, permitindo visualizar a delimitacdo celular destas estruturas. As células que constituem
0s tegumentos ndo reagiram para este teste.

A regido do eixo embrionédrio, mostrou-se positiva ao CBB, com as celulas
evidenciando granulagfes protéicas no citoplasma (Figura 1 D). As células da epiderme
cotiledonar, também, reagiram positivamente ao CBB, entretanto, ndo foi observada presenca
de corpos protéicos. As proteinas encontram-se principalmente na forma de granulacdes
dispersas no citoplasma, com agregados protéicos no nucleo. Também ficou evidenciado a
presenca de idioblastos com corpos lipidicos (Figura 1 C e D).

Esta espécie, quando submetida ao AT-O, apresentou forte reacdo metacromatica na
regido do tegumento externo, onde estdo localizados os sacos de mucilagem, evidenciando
gue o conteddo existente nestas estruturas, € um polissacarideos acido, provavelmente
mucopolissacarideos (Figura 2 A). A presenca de polissacarideos &cidos na regido dos sacos
foi confirmada através da reacdo positiva ao AB (Figura 2 B).

Em T. grandiflorum, a regido central do eixo hipocotilo-radicula, mostrou-se
fortemente metacromatico ao AT-O mostrando a existéncia destas substancias acidas também
nesta regido, e ndo somente no tegumento externo (Figura 2 C). A mesma regido reagiu

positivamente ao AB, mostrando seu citoplasma fortemente positivo (Figura 2 D). A regido
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correspondente aos espacos intercotiledonares € preenchida por substancias acidas que
reagiram ao AT-O e ao AB, indicando tratar-se provavelmente de mucilagem.

Podemos ressaltar que embora ndo tenham sido executadas analises para a localizagdo
de lipideos, foi possivel a sua localizagdo em T. grandiflorum, em idioblastos nas células do

parénquima cotiledonar (Figura 1 C e D).

Theobroma subincanum

Na anélise para a deteccdo de polissacarideos &cidos, os sacos de mucilagem no
tegumento externo, mostraram forte reacdo de metacromasia ao AT-O. Esta espécie possui
uma camada mucilaginosa localizada entre os cotilédones, quase adnata a epiderme
cotiledonar (Figura 3 A). Tais observacdes foram confirmadas pelo teste feito com o AB
(Figura3B e C).

Esta espécie, ao ser submetida ao CBB, evidenciou grande quantidade de material
protéico no citoplasma das celulas do parénquima cotiledonar (Figura 3 D). Na regido
cotiledonar mais externa (préximo ao tegumento externo), observou-se grande quantidade de
granulacdes protéicas, preenchendo quase que totalmente o citoplasma destas células. Na
porcdo mais interna, estas granulagbes mostram-se mais evidentes, maiores e com formato
esférico, podendo-se observar alguns corpos protéicos (Figura 4 A e B). Assim Como em T.
grandiflorum ndo foram observados materiais protéicos nos tecidos dos envoltdrios seminais.
Também foram observados idioblastos com corpos lipidicos no parénquima cotiledonar
(Figura4 A).

Na determinacdo de carboidratos neutros com a utilizacdo do PAS, na regido
correspondente ao parénquima cotiledonar e ao nivel de parede celular, foi evidenciado

grande quantidade de gréos de amido (Figura 4 C e D).

Theobroma speciosum

Esta espécie quando tratada com o AB foi evidenciado reagdes positivas nos sacos de
mucilagem do tegumento externo (Figura 5 A).

Na analise com o AT-O, foram registradas reagdes de metacromasia nos sacos de
mucilagem do tegumento externo (Figura 5 B) desta forma corroborando com os resultados
obtidos com o AB.

As células do parénguima cotiledonar, mostraram-se PAS positivas. A principal

reserva de carboidratos ocorre na forma de grdos de amido, que nesta espécie (em especial),
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mostrou-se elevada, com grdos muito grandes em relacdo as outras espécies estudadas.
Também observou-se reagdes positivas na parede celular (Figura 6 A e B).

T. speciosum mostra uma peculiaridade em relagdo as outras espécies estudadas. A
regido do parénquima cotiledonar quando submetida ao AB mostra uma quantidade grande de
idioblastos com reacdo positiva, demonstrando um contetddo citoplasmatico semelhante aos
sacos de mucilagem (Figura 6 C e D). Esta mesma regido reagiu metacromaticamente ao AT-
O, mostrando tratar-se de substancias acidas (Figura 6 E).

Quando submetida ao CBB, o citoplasma das células do parénquima cotiledonar
evidenciou granulacBes protéicas muito pequenas comparadas com as outras espécies
estudadas. O citoplasma destas células é ocupado por uma grande quantidade de granulacdes
de origem ndo protéica, que ndo foi identificado neste estudo (Figura 6 F). No tegumento
desta espécie, também, ndo foi registrado a presenca de corpos protéicos, ou outro tipo de

estrutura da mesma natureza.

Theobroma obovatum

Com o teste do AB (Figura 7 A) e AT-O (Figura 7B), foram registradas reac0es
positivas nos sacos de mucilagem do tegumento externo (Figura 7 A e B) e em algumas
regides nos espacos intercotiledonares.

As reacOes ao CBB, seguiram 0 mesmo padrdo das espécies anteriores. As reservas
protéicas sdo observadas na forma de granulacdes, restritas ao citoplasma das células do
parénquima cotiledonar. Assim como nas outras espécies ndo foram observados corpos
protéicos nos tecidos dos tegumentos (Figura 7 C e D).

Quando utilizado o PAS, os maiores indicativos de carboidratos neutros, ocorreram
sob a forma de grdos de amido, restritos a regido do parénguima cotiledonar e na parede

celular destas células (Figura 7 E e F).

Os Hibridos
Theobroma grandiflorum x Theobroma obovatum

Quando submetidos ao AB (Figura 8 A) e AT-O (Figura 8 B e C)os sacos de
mucilagem no tegumento externo mostraram seu citoplasma fortemente reativo.
No teste com o AT-O este hibrido evidenciou o conteudo citoplasmatico dos sacos de

mucilagem com forte reacdo de metacromasia (Figura 8 B e C).
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Os carboidratos neutros, evidenciados com o uso do PAS, ocorrem sob a forma de
grdos de amido, principalmente no citoplasma das células do parénquima cotiledonar e como
nas espécies anteriores, também em nivel de parede celular (Figura 8 D e E).

A presenca de proteinas e corpos protéicos investigada com o uso do CBB, mostrou
que a regido correspondente ao tegumento externo onde estdo localizados os sacos de
mucilagem, ndo houve reacdo positiva. As proteinas ficaram restritas a regido do parénquima
cotiledonar sob a forma de granulacdes dispersas no citoplasma (Figura 8 F). Estas podem
ocorrer isoladas ou agrupadas. Nota-se uma distribuicdo desigual destas granulagdes entre as
celulas estando em maior concentragdo na regido mais externa do parénquima cotiledonar. As

células da epiderme cotiledonar também mostraram-se fortemente positivas ao CBB.

Theobroma subincanum x Theobroma obovatum

Ao ser submetido ao AT-O, houve reagdo de metacromasia nos sacos de mucilagem
do tegumento externo (Figura 9 A). A regido central do eixo hipocétilo-radicula indica a
presenca de polissacarideos acidos, devido a intensa reacdo metacromatica observada nesta
regido (Figura 9 B).

Com o AB as reagOes foram positivas nas mesmas estruturas ou seja, 0S sacos de
mucilagem (Figura 9 C) e na regido central do eixo hipocétilo-radicula (Figura 9 D).

A reacdo do PAS demonstra que a principal fonte de carboidratos, ocorre sob a forma
de graos de amido presentes no citoplasma das células do parénquima cotiledonar (Figura 10
Ae B).

No hibrido T. subincanum x T. obovatum, as células do parénquima do tecido
cotiledonar mostraram-se fortemente positivas ao CBB, apresentando uma distribuicéo
desigual das granulacdes protéicas nas diferentes regifes do cotilédone. Algumas regides
mostram-se mais reativas que as outras. Nas regides onde a reagdo foi mais fortemente
positiva, nota-se a presenca de estruturas protéicas mais arredondadas (Figura 10 C e D).
Como nas espécies anteriores, ndo foram observadas estruturas protéicas na regido dos

tegumentos.

T. grandiflorum x T. subincanum

Os sacos de mucilagem existentes no tegumento externo e o eixo hipocotilo-radicula,
mostraram rea¢do metacromatica, quando em contato com o AT-O respectivamente (Figura
11 A e B) e (Figura 12 D).
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As estruturas citadas acima também tiveram reacdo positiva, quando submetidas ao
AB (Figura 11 C).

No hibrido T. grandiflorum e T. subincanum, quando analisadas com o CBB, mostra
que as células dos envoltérios seminais coram-se levemente e somente no limite celular, sem
mostrar uma reacao positiva no citoplasma. A presenca de proteinas totais é observada apenas
no citoplasma das células do parénquima cotiledonar na forma de granulacbes (Figura 12 A),
ndo sendo observadas formacGes de corpos protéicos. As células da epiderme cotiledonar
mostram-se fortemente positivas. Os nucleos foram bem evidenciados, sendo que, em
algumas células, estas granulacdes estdo aderidas a parede celular.

Na reacdo para carboidratos neutros com a utilizacdo do PAS, os sacos de mucilagem,
reagiram positivamente, além dos polissacarideos ja evidenciados pelo AT-O e pelo AB
(Figura 11 C). Apesar destas estruturas terem reagindo positivamente, a maior ocorréncia de
carboidratos neutros é encontrada na forma de amido, no citoplasma das células do
parénquima cotiledonar (Figura 12 B e C). Também se observou, nesta regido a presenca de

idioblastos contendo corpos lipidicos (Figura 12 C).
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3.4. DISCUSSAO

A localizacdo de polissacarideos 4cidos, polissacarideos neutros e proteinas ndo segue
um padrdo nas espécies analisadas, embora, existam semelhancas na distribuicdo, na
composicado e na estrutura destes compostos.

Segundo WERKER (1997) na germinacéo, antes do embrido comecar a fotossintetizar
ou obter de outra maneira sua prépria nutricdo, é necessario uma fonte de nitrogénio
proveniente das proteinas que se encontram usualmente na forma de corpos protéicos, e uma
fonte de energia geralmente através dos carboidratos. Nas espécies estudadas, a utilizagdo de
técnicas de histoquimica permitiu uma visualizagdo da distribuicdo de polissacarideos e
proteinas totais nos tecidos das sementes maduras de Theobroma. Como nas espécies
estudadas o endosperma foi praticamente todo consumido durante o desenvolvimento da
semente, as reservas passam a serem depositadas em outros tecidos, como 0 parénquima

cotiledonar e no tegumento externo.

3.4.1. POLISSACARIDEOS NEUTROS

A reacdo de PAS é utilizada para a identificagdo de polissacarideos neutros, porque
requer a presenga de grupos 1,2-glicol geralmente presentes nas moléculas de celulose e
amido que sdo oxidados para aldeidos pelo acdo do acido periddico (TRICK & PUESCHEL,
1990). Em todas as espécies analisadas pode-se observar grdos de amido nas células do
parénquima cotiledonar. A reacdo do PAS deixa bem evidenciado que este carboidrato
também esté presente na composicao da parede celular, pois em todas as espécies, a reagdo na
parede € bastante acentuada. Embora possa parecer 6bvio que as paredes celulares reajam ao
PAS, devido a presenca da celulose, devemos lembrar da existéncia de polissacarideos de
reserva de parede celular e que em algumas espécies podem constituir o principal carboidrato
de reserva. De acordo com BUCKERIDGE & REID (1996), os polissacarideos de reserva de
parede celular encontrados em sementes, possuem também a funcdo de reserva, pois sdo
degradados apds a germinacdo da semente e seus produtos utilizados como fonte de energia
para o crescimento inicial das plantulas. Estes polissacarideos podem também desempenhar
funcbes secundarias entres as quais o controle da embebicdo e distribuicdo de agua nos

tecidos das sementes e expansdo celular dos cotilédones. WERKER (1997) também cita que
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em certas tribos de Leguminosae a parede celular, das células do endosperma quando bem
desenvolvido ou dos cotilédones possuem carboidratos de reserva, enquanto em outras tribos
somente o amido serve como material de reserva. Nas espécies estudadas as células
parenquimaticas do tegumento ndo se mostraram reativas quando submetidas ao PAS, ficando
esta reacdo restrita as células do parénquima cotiledonar. WERKER (1997) cita que o amido €
encontrado em tegumentos nos estagios iniciais de desenvolvimento da semente, sendo
posteriormente consumido e desaparece na semente madura ou permanece em pequenas
guantidades.

O amido é depositado em organelas intracelulares, denominadas amiloplastos. Em
geral, seus graos sdo semicristalinos e exibem birrefrigéncia em forma de cruz de malta
guando submetidos a luz polarizada (BANKS & MUIR, 1980 apud AMARAL, 2001). O
formato dos grdos pode variar desde formas mais esféricas até aquelas bastante elipticas. A
forma do grdo de amido, em grande parte é determinada pelo contetdo de amilose, pois 0
grdo de amido se torna mais esférico na medida em que ocorre um aumento do contetdo de
amilose, em relacdo ao de amilopectina (BEWLEY & BLACK, 1994). Nas espécies
analisadas, a forma dos gréos segue um padrdo esférico, com excecdo em T. speciosum, onde
0s grdo sdo relativamente maiores em relacdo as outras espécies analisadas, chegando a
constituir praticamente quase todo o citoplasma. Além disso possuem uma morfologia
diferenciada. A forma como eles se apresentam nos leva a pensar que trata-se de graos
compostos, que foram se agrupando. No centro destes grdos nota-se a presenca de uma
estrutura parecida com um cristal. Estas caracteristicas permitem diferenciar esta espécie das
outras que foram analisadas.

Segundo WERKER (1997), em algumas espécies como em Phoenix dactylifera,
durante a maturacdo da semente, a parede celular das células perdem a capacidade de se
tornarem PAS positivas, fato que se deve ao espessamento da parede na semente adulta. Neste
trabalho as espécies responderam bem ao teste, demonstrando que o teste do PAS é eficaz na
identificacdo de polissacarideos neutros em sementes maduras de Theobroma e nos trés

hibridos analisados.

3.4.2. POLISSACARIDEOS ACIDOS

Mucilagens sdo encontradas nas sementes e frutos em um grande nimero de espécies.

Segundo GRUBERT (1981) cerca de 80 familias de dicotiledéneas possuem espécies cujas as
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sementes contem mucilagem. Para WERKER (1997) a mucilagem nas sementes pode estar
presente no tegumento e endosperma, e algumas vezes no embrido, geralmente em
idioblastos. De acordo com a autora, a presenca de mucilagem em ductos ou sacos é um fato
raro. A mucilagem quando presente no tegumento difere entre as espécies principalmente na
composicdo, localizacdo e funcdo. WERKER (1997) define mucilagem como
heteropolissacarideos de alto peso molecular com poder de absorcdo de agua e formacdo de
gel. Para WERKER (1997) esta atividade indica que as mucilagens contém consideraveis
guantidades de acido galacturénico ndo esterificado. As mucilagens também podem ser acidas
com &cidos urbnicos ou neutros com auséncia deles. As reacOes de metacromasia que foram
observadas com a utilizacdo de AT-O e AB, nos sacos de mucilagem e nos espacos
intercotiledonares, indicam a presenca de substancias acidas.

A metacromasia provocada pelo Azul de Toluidina funciona como um indicador de
polissacarideos &cidos (BOUZON, 1999). As propriedades citoquimicas das estruturas
referidas, como sacos de mucilagem, reagiram, metacromaticamente, ao Azul de Toluidina e
coraram-se com o Alcian Blue, indicando que esta regido é rica em polissacarideos sulfatados
(PARKER & DIBOLL, 1966 apud BOUZON, 1999).

As especies, quando foram submetidas ao AT-O, mostraram uma forte reacdo
metacromatica na regido do tegumento externo, onde estdo localizados os sacos de
mucilagem. Estas mesmas estruturas evidenciaram uma reacdo positiva quando em contato
com o Alcian Blue. Desta forma os resultados com o uso do Alcian Blue corroboram os
resultados mostrados com AT-O.

As reacOes de parede celular com AT-O diferem quantitativamente e qualitativamente,
segundo as diferentes fracdes acidas dos polissacarideos (SCOTT & DORLING, 1965 apud
BOUZON, 1999). Em algumas espécies a parede celular mostrou-se levemente
metacromatica, possivelmente devido a presenca de substancias pécticas.

O Alcian Blue é bastante documentado na literatura de histoquimica animal com
funcdo de diferenciar polissacarideos acidos sulfatados e carboidratos (PEARSE, 1968 apud
BOUZON, 1999). A sua aplicacdo na indicacdo de polissacarideos &cidos, foi evidenciada nos

sacos de mucilagem e na regido central do eixo hipocétilo-radicula.

3.4.3. PROTEINAS

77



As proteinas podem ser localizadas nos tecidos ou celulas vegetais de duas formas:
utilizando técnicas que demonstram o conjunto de todas as proteinas ou técnicas que coram
aminoéacidos especificos.

BOUZON (1999) afirma que as proteinas sdo os principais constituintes estruturais
das organelas celulares e estdo presentes no citoplasma, como moléculas envolvidas em
diversas rotas metabolicas.

As células do parénquima cotiledonar das espécies estudadas evidenciaram muitas
granulacgdes protéicas no citoplasma das células, no entanto, ndo foram encontrados corpos
protéicos que sdo comuns em sementes, como referidos por LOTT (1981) e observado por
ALEMANO et al (1997) em embriGes zigoticos de T. cacao.

AMARAL et al (2001) realizaram um estudo citoquimico de algumas espécies de
Theobroma, onde identificaram proteinas e outros constituintes celulares.

As proteinas nas sementes servem como suprimento de nitrogénio necessario para o
estabelecimento das pléantulas. Estas reservas, usualmente, sdo encontradas na forma de
corpos protéicos, geralmente, chamados de grdos de aleurona (BOESEWINKEL &
BOUMAN, 1984). Podem ser classificados em um ou mais de trés tipos comuns em relacéo a
sua estrutura. Corpos contendo somente proteinas amorfas, corpos com cristais globoides
embebidos em proteinas amorfas e corpos com ambos os cristais globoides e proteinas
cristaléides embebidas em proteinas amorfas (LOTT, 1981).

Depositos de proteinas, mesmo livres no citoplasma ou envolvidos por uma
membrana, tém sido registrados em muitos tecidos de plantas (LOTT, 1981). O estudo do
armazenamento de depositos de proteina vegetal relacionadas a corpos proteicos em sementes
tem sido de grande interesse para muitas angiospermas e gimnospermas, pois Sdo
responsaveis por fornecerem compostos nitrogenados e minerais para o estabelecimento das
plantulas (LOTT, 1981).

Em muitas dicotiledoneas, o volume de armazenamento das proteinas em sementes
estd contido nos cotilédones. Corpos protéicos diferem em sua complexidade estrutural.
Algumas diferengas estruturais podem ser encontradas dentro de uma celula ou dentro de
diferentes regides das sementes (LOTT, 1981). Nas espécies estudadas, podemos observar
que a distribuicdo destas granulacbes protéicas € bastante diferenciada entre as espécies.
Umas possuem bastante granula¢@es de tamanho reduzido, enquanto outras possuem poucas

granulacgdes, mas com o formato e tamanho de um corpo proteéico.
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Os compostos fenolicos atuam durante o processo de fermentacdo do cacao. Estes
compostos encontram-se dentro das células do cotilédone, localizados no interior de vacuolos.
Eles s&o necessérios para a formacao do “flavor” e atualmente existe um grande interesse nos
polifénois do cacao devido sua atividade antioxidante e possiveis beneficios a saude (BRITO
et al, 2002). Compostos fenolicos, estdo presentes nas sementes de Theobroma dentro de
idioblastos que possuem um vactolo bem evidenciado. A literatura relaciona estes compostos
com a acdo anti-herbivoria e fungistatica, além disso estes compostos participam na formacéo
de complexos de alto peso molecular com os alcal6ides teobromina e cafeina, além de
entrarem na composi¢do do tegumento externo (ZOBEL, 1996).
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3.5. CONCLUSAO

Através de técnicas histoquimicas utilizadas foi possivel identificar carboidratos e
proteinas nas células do tegumento externo e do parénquima cotiledonar.

A maior concentragdo de polissacarideos &cidos foi encontrada nos sacos de
mucilagem presentes no tegumento externo, constituindo um sitio de reserva extra-
embridénicos. Mucilagem também reveste os espacos intercotiledonares, onde assume
uma forma filamentosa. A utilizacdo de AT-O e AB, foram eficazes para indicacdo
destas substancias também no eixo hipocétilo-radicula.

Polissacarideos neutros foram observados em grande quantidade nas células do
parénquima cotiledonar. A distribuicdo e quantidade, sdo diferentes entre as espécies.
Polissacarideos sdo sintetizados nas células parenquimaticas, onde também sdo
armazenados, além disso participam na formacéo da parede celular.

T. speciosum, pode ser diferenciada através da morfologia dos grdos de amido e dos
idioblastos com conteudo acido, presentes no parénquima cotiledonar.

Todas as espécies estudadas, sdo marcadas pela presenca de idioblastos com conteddo
fendlico no parénquima cotiledonar. Estes geralmente estdo localizados dentro de
vacuolos e possivelmente estdo associados a presenca de alcaloides.

As proteinas foram evidenciadas na forma de granulagdes dispersas no citoplasma e na
forma de corpos protéicos. Estas estruturas sdo restritas as células do parénquima
cotiledonar.

Em T. grandiflorum os sacos de mucilagem possuem uma composi¢cdo mista,
indicando a presenca de polissacarideos acidos e neutros.

Proteinas de reserva ndao foram encontradas em células do tegumento.
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Figura 01-7 gramcificrum. & ¢ B- céhilas do paringuime cotiledonar PAS posttives (destacendn
graos de amido (seta), C.corpos protéicos (sela) em célulss do pafnoguma cobidedonar, idioblastos
com corpas bpidicos (cl), Doeflulas do parBngems cotiledonar CBE positrvas evidenciando corpos
protsicos (eets) & corpos Bpidicos (cI).
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Figura 02-T. grandiflorum. A-dwblastos no tegumento externe ewvidenciande reagio

metacromatica as AT-0; B- Idichlastos com mucilagem (seta) com reagfo positiva ao AB;
C- idioblastos (seta) no eimo hipocotilo radicula com reagdo metacromatica ao AT-O; D-

whaoblastos (s=ta) no eio hipocdtilo-radicula com reag o positiva ao AR
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Figura 03- Tl sibincanum. A-idicblastos no tegumento szlerno (seta) com reagdo

metacromatica ao AT-Cr B e C-idichlastos ne tegumente externe & aregifo entre o8
cotilédones (seta) mostrando reagdo positiva as AE, D-célulaz do parénguima

cobledanar (seta) CEE positivas com pequenas granulagfes protéicas,
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Figura M- I sufwrvcrum. A-cébilae do parinquins cotiledorar com citoplasms positive 1o CEE »

comt idicblastos com corpos lipidicos (eeta)y B-céhales do parétvquitha cotiledomsr evidercisndo corpos
protéicos (Cabeca de setal © & D-céhalas do paréuquimg cotiledopar PAS positives oo Teacio na parede
cebalar (cabeca de seta)) e grios de anide ne citoplasmg (seta),
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Figura 05- T. specicaum. A-idioblastos no tegumente externe AB positives (seta), B-

iichlastos com mucilagem no tegumento externe (zeta) com reagdo metacromatica ao AT-

0,
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Figura 06- Ipecicsum A e B-células do paringuima cotledoner PAS positeras com reagio na

pmda calular {:a‘hm;a de :eta) & g:in: de amida no :il-npluma. g’:el.n:h C & D.idichlazlos no
pazBagquins cotiledonar mostrando reaglo positovs 2o AB (gela), Eddioblastos no parénquiba
cotdedonar com teagio metacrométies ao AT-O (seta), E-céhilas do parfnguma cotiledonss com
reagdo postiva ao CHE (sela).
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Figura 07- T ohovatum. A- idichlastos mo tegamento exierno com reagln positiva ao AR
(peta);, B- idicblastos (eets) no tegumento extamo com reaglo metacromdlica a0 AT-0; C e D-
granulagtes profficas (seta) mo parenguama colledonar corados com CBB, E ¢ F-células do
parEnguims cotiledonar PAS positivas mostrando gries de amido (sets) e parede celular (rabega
de setn) PAT poeitiva
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Figura 08- T wandiforum « T obovafum, A-idioblastos com reagio postiva a0 40 , B e C-
idioblastos com reagio melactomatica a0 AT.0, Dhcdlulas FAS positivas no parénguits cotiledonar

(zein) mostrando grios de wuda, pareds celular (seta), E- céhulas do pardnguma cobiledonar PAS
postbevas evidenciando grios de amado (sets) & Parede eslular (cabega de seba), Focéhulas do
parEnguana cotiledonar (sets) positivas a0 CBE evidenciande corpos protéices |
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Figura 09-T sbincanum x T chovatum A-idichlastos (eeld) no lepamento extemo com reagln
metacromdtice ap AT-0 (geta); B-tegio contral do eixo embriondrio (*) com feacio metactomitica ao AT -
0; C-rdichiastos no tegumento externc AB postivos (seta); D-reglan central do esixo embrioname (%) AB

pesitiva,
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Figura 10- © sufmrcaoum x I obowame. A e B-céhilas do parfnquims cotiledonar PAS positivas grios de

amido (zeta)y € e D-céhilas do parinquima cotiledomar (seta) mostrando Teagio positivs a0 CEE (evidenciado
almomas graoilacies proteicas.
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Figura 11- T, grasdiforum x T, sbiscamssy. A e B- idioklastos ne teguments

externo com teacdc metacromarica ao AT-0 (zeta), C-idioblastos ne tegumento

externo com reacdo positiva ao AE (seta); D-detalhe dos idieblastos agrupados no
teguments externe PAS pasibivas (seta).
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Figll.l‘a 12- 7 provacdifioruns @ T suivrcouss. A-céhilas do paringquits cotiledomar (seta) CEE posiivas; B e
C-céhiles do parénequitha cotiledonar (seta) positivas a0 PAS e idioblastos com corpos lpidicos (el D-reacio
metamorndtics a0 A T-0 na na regiao certral do el embriondrio (#.
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Tabela 03-Localizag 8o de substdncias de reserva e sementes de Theobroma grandiflorum

Estrutura Teste Histoguimico Composto Reagio
Sacos de mucilagem Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
PAS Polissacarideos neutros +
Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CBB Proteinas +
Eixo embriondrio Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
Espacgos intercotiledonares Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
Tahela 04-Localizazio de substincias de reserva em sermentes de Theobroma subincanum
Estrutura Teste Histogquimico Compesto Reagieo

Sacos de mucilagem

Azul de toluidina

Polissacarideos acidos

+

alcian blue +

PAS Polissacarideos neutros -

Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CBB Proteinas +

Espacgos intercotiledonares

Azul de toluidina

Alcian blue

Polissacarideos acidos
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Tabela 05-Localizag 8o de substincias de reserva em semmentes de Theobroma spaciosum

Estrutura Teste Histeguimico Composto Reagio
Sacos de mucilagem Azul de toluidina Polissacaridens acidos +
Alcian blue +
PAS Polissacarideos neutros -
Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CBB Proteinas +
Espagos intercotiled onares Azul de toluidina Polissacaridens acidos +
Alcian blue +
Idioblastos do Parénguima Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
cotiledonar Alcian blie =
Tahela 06-Localizagdo de substincias de reserva er sernentes de Theobroma obovatum
Estrutura Teste Histeguimico Composto Reagido
Sacos de mucilagem Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
PAS Polissacarideos neutros -
Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CBB Proteiras +

Espacos intercotiled onares

Azul de toluidina

Polissacarideos acidos

Alcian blue
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Tabela 07-Localizag#o de substdncias de e serentes de T grandifforum = T, subincanum

Estrutura Teste Histeguimico Composto Reagdo
Sacos de mucilagem Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
PAS Polissacarideos neutros +
Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CBB Proteinas +
Espacos intercotiled onares Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
Tahela 08-Localizagdo de substincias de reserva et sementes de T grandifforum x T obovaium
Estrutura Teste Histoquimico Composto Reagao
Sacos de mucilagem Azul de toluidina Polissacarideos acidos +
Alcian blue +
PAS Polissacarideos neutros -
Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CBB Proteinas +

Espacos intercotiled onares

Azul de toluidina

Alcian blue

Polissacarideos acidos
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Tahela 09-Localizagio de substincias de reserva era sementes de T subincanum x T obovatum

Estrutura

Sacos de mucilagem

Teste Histoquimico

Azul de toluidina

Composto

Polissacarideos acidos

Reagao

+

Alcian blue +

PAS Polissacarideos neutros -

Células cotiledonares PAS Polissacarideos neutros +
CEB Proteinas +

Espacos intercotiledonares

Azul de toluidina

Alcian blue

Polissacarideos acidos
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