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FORMACAO DAS SUBSTANCIAS DE RESERVA DURANTE O DESENVOLVIMENTO
DE SEMENTES DE URUCUM (BIXA ORELLANA L. - BIXACEAE)
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RESUMO - (Formagao das substancias de reserva durante o desenvolvimento de sementes de urucum, Bixa orellana
L. - Bixaceae). As sementes de urucum ndo germinam durante os primeiros estadios de seu desenvolvimento
devido em parte a insuficiéncia de materiais de reserva. A analise in situ do material de reserva das sementes
revelou que ocorrem principalmente proteinas e amido nas células do endosperma. Durante os estadios iniciais do
desenvolvimento, o formato dos graos de amido mostrou-se eliptico, devido a menor quantidade de amilose. Du-
rante o desenvolvimento, os grios tornaram-se mais esféricos devido ao aumento de amilose em relagdo a
amilopectina. As células do endosperma ndo possuem corpos protéicos, mas armazenam proteinas. Durante o
desenvolvimento houve acimulo de proteinas dispersas pelo citoplasma. No estadio final do desenvolvimento, as
proteinas tornaram-se compactadas devido a desidratagdo das sementes, que faz parte do processo global de maturagéo
de sementes ortodoxas. A utilizagdo de fluorescéncia natural revelou a presenga de aminoacidos aromaticos no
contetido protéico, principalmente triptofano e tirosina. Nestas sementes o conteudo de matéria seca alcangou o
maximo quando a semente apresentou cerca de 60% de umidade. Nesta fase a semente apresentou capacidade
germinativa maxima.
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ABSTRACT - (Formation of reserve substances during the development of annatto, Bixa orellana L. - Bixaceae,
seeds). Annatto seeds do not germinate during early stages of their development because of insufficient reserve
substances. In situ analysis showed that the principal reserves are proteins and starch, deposited in endosperm cells.
During the early stages of development, the starch grains were elliptic, because amylose was the minor component.
During development, these grains became more spherical due to an increase in amylose relative to amylopectin.
Endosperm cells do not contain protein bodies, but they accumulate proteins dispersed in the cytoplasm. At the
final stage of development the proteins became compacted due to the dehydration of the seeds wich is part of the
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global process of orthodox seeds maturation. Natural fluorescence revealed aromatic amino acids, principally
tryptophan and tyrosine in the proteins. The seeds reached their maximum dry weight after moisture contents had
declined to around 60%. At this point the seeds presented maximum germination capacity.
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Introducao

A idade fisiologica das sementes pode ser
caracterizada adequadamente através de altera-
¢des que ocorrem durante o seu desenvolvimen-
to. Para essa determinacg@o, os parametros mais
comumente utilizados sdo baseados na
morfologia interna (Borisjuk et al. 1995), exter-
na e/ou comprimento de frutos e sementes
(Walbot et al. 1972; Adams & Rinne 1981;
Figueiredo & Pereira 1985), no peso fresco e
teor de umidade (Pukittayacamee & Hellum
1988), ou em ambos (Amaral 1990). Segundo
Adams & Rinne (1981), a desidratagdo impoe o
processo de maturacdo das sementes. As
flutuagdes no contetido de agua, & medida que
ocorre a desidratagdo, podem causar alteragoes
no metabolismo das sementes (Rosemberg &
Rinne 1986), na quantidade e qualidade dos seus
RNA mensageiros (Kermode et al. 1989) e no
seu balango hormonal (Hilhorst & Karssen 1992;
Ni & Bradford 1993; Kepczynski & Kepczynska
1997). A maturidade fisiologica ¢ atingida quan-
do as sementes adquirem sua capacidade
germinativa, mesmo nao tendo terminado seu
processo de desenvolvimento e dessecagdo
(Obendorf et al. 1980; Kermode & Bewley 1986;
Miles et al. 1988). Em urucum (Bixa orellana
L. - Bixaceae), espécie nativa da América Cen-
tral e com importancia na industria alimenticia
e farmacéutica, foram determinados sete esta-
dios no desenvolvimento das sementes (Amaral
1990). Nessa espécie, a partir do estadio deno-
minado E4, as sementes passam a germinar,
mesmo que com tempo médio mais alto do que
nos estadios subseqiientes. Além disso, a partir
do estadio E6, ocorre um aumento da
impermeabilidade do tegumento a agua que cul-
mina, no E7, em dorméncia imposta pelo
tégmen, sendo a partir dai, necessaria a

escarificagdo das sementes para que as mesmas
germinem (Amaral ef al. 1995).

O objetivo deste trabalho foi analisar in
situ o processo de deposi¢do das substancias de
reserva de sementes em desenvolvimento de
Bixa orellana L. - Bixaceae.

Material e métodos

Foram utilizadas sementes de Bixa orellana,
classificadas em sete diferentes estadios de de-
senvolvimento (E1 a E7), de acordo com o teor
de umidade, massa fresca e seca, caracteristicas
morfologicas e capacidade germinativa, segun-
do Amaral (1990). Sementes nos diversos esta-
dios de desenvolvimento foram separadas em 3
lotes. O primeiro lote foi fixado em FAA50, du-
rante 24 horas e posteriormente usado para ob-
servacdo da fluorescéncia natural de
aminoacidos aromaticos. O segundo lote foi uti-
lizado para a deteccdo de proteinas, sendo fixa-
do em formaldeido a 4% durante 24h a 5°C, se-
guindo-se varias lavagens em agua destilada
durante 15 minutos. Finalmente, o terceiro lote
foi utilizado para detec¢@o de polissacarideos
neutros, sendo fixado em solugdo de etanol ab-
soluto e acido acético glacial 3v/1v por 40 mi-
nutos, seguindo-se varias lavagens com agua
destilada, (Johansen 1940). Apoés a fixagdo, as
sementes foram desidratadas em alcool butilico
terciario, permanecendo em alcool butilico a
70% por 3 meses. No restante do processo de
desidratacdo, foram necessarias 48 horas de in-
tervalo entre cada troca de alcool (Amaral 1990).
As sementes foram entdo incluidas em parafina
e secionada em cortes transversais com 8um de
espessura.

A desparafinizagdo dos materiais foi feita
utilizando-se xilol, alcool-xilol 1, metanol-clo-
roférmio 1:1, hidratacdo em alcool etilico em
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série decrescente de concentracdo (de 100 a
50%) e agua destilada (Johansen 1940). Os cor-
tes dos materiais fixados em FAAS5O0, apos
desparafinizagdo, foram imersos em o6leo nao
fluorescente (nujol) durante um minimo de 24h,
seguindo-se montagem com laminula e vedagao.
A seguir foram observados em microscopio
Zeiss de fluorescéncia, com filtro de excitagdo
com A=450-490 nm, e filtro de barragem com
A=510-520 nm para a observagdo da
fluorescéncia natural. Os cortes fixados em
formaldeido a 4% foram corados durante 15 mi-
nutos a temperatura ambiente com solugdo aquo-
sa de acido acético a 3% e Xylidine Ponceau a
0,1% (XP) seguindo-se lavagem em acido
acético 3% por 30 minutos e agua destilada du-
rante 5 minutos, rapida desidratacdo em etanol
95 e 100%, banho em xilol durante 10 minutos
e montagem em balsamo do Canada (Cortelazzo
& Vidal 1991). Os cortes fixados em etanol-
acético foram submetidos ao método PAS. Os
cortes foram oxidados durante 10 minutos em
acido periddico 0,5%, lavados em agua, imersos
em Reativo de Schiff durante 20 minutos, lava-
dos 3 vezes (5 minutos cada) em agua sulfurosa,
desidratados e montados em balsamo do Cana-
da. Como controle, cortes foram submetidos ao
mesmo tratamento, sem a oxidagdo prévia pelo
acido periddico (Cortelazzo 1992).

Resultados e discussio

Os cortes das sementes em desenvolvimen-
to corados pelo PAS evidenciaram no
endosperma a presenga de polissacarideos neu-
tros nas paredes celulares e grdos de amido.
Durante os primeiros estadios de desenvolvi-
mento (E2), os graos de amido eram pequenos,
com forma eliptica e estavam presentes em pe-
quena quantidade (Fig. 1). A partir de E5 os
grdos se tornaram maiores, com formato mais
arredondado, estando presentes em grande ni-
mero (Fig. 2), mantendo esse padrdo até E7
(Fig. 3). As paredes celulares do endosperma
tornaram-se fortemente coradas (Fig. 2-3). Os
cortes utilizados como controle da reagdo nao
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foram corados por este método.

O carboidrato de reserva mais comumente
encontrado nas sementes ¢ o amido (Singh &
Juliano 1977; Kreis & Doll 1980), embora
polissacarideos de reserva de parede celular,
possam estar presentes chegando a constituirem-
se no principal carboidrato de reserva
(Buckeridge & Reid 1996). Além disso, as se-
mentes sempre apresentam oligossacarideos,
principalmente da série rafinose, mesmo em pe-
quenas quantidades. Estes oligossacarideos sdo
o primeiro tipo de reserva a ser metabolizado na
fase inicial da germinagdo (Bewley & Black
1994). O amido ¢é depositado em organelas
subcelulares, denominadas amiloplastos. Seus
grdos sdo semicristalinos e exibem
birrefringéncia em forma de cruz de malta
(Banks & Muir 1980). O formato dos graos pode
variar, desde formas mais esféricas até aquelas
bastante elipticas. A forma do grao ¢ em grande
parte determinada pelo conteudo de amilose,
pois o grao de amido se torna mais esférico na
medida em que ocorre um aumento do conteu-
do de amilose em relacdo ao de amilopectina
(Bewley & Black 1994). Assim, pode-se concluir
que no caso de Bixa orellana, ocorre inicialmen-
te um deposito de amilopectina e, apenas em es-
tadios mais avangados, a quantidade de amilose
aumenta de forma que, no ES5, os graos de amido
se apresentam com quantidades maiores desse
homopolissacarideo e, por isso, com formato mais
esférico.

Nas células parenquimaticas do endosperma
pode ser notado um acimulo de material protéico
a partir de E2 (Fig. 4). A partir de E4 pode ser
observada uma grande quantidade de material
XP positivo disperso pelo citoplasma das célu-
las (Fig. 5), sendo que esse material sofreu
compactacao até o estadio E7, quando as semen-
tes apresentavam-se maduras (Fig. 6). O aspec-
to do material protéico entre o ES e o E7, indi-
cou diferencas no grau de hidratagcdo dessas
moléculas. No ES5 elas ainda estavam bastante
hidratadas e mais dispersas pelo citoplasma. No
E7, as proteinas j& se encontravam no seu grau
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Figuras 1-3. Cortes transversais do endosperma de sementes em desenvolvimento de Bixa orellana L. corados com PAS.
1. E2. Pequenos granulos de amido elipticos dispersos pelo citoplasma. Notam-se as paredes celulares em inicio de
formagdo; 2. ES: Grande quantidade de graos de formato arredondado. Notam-se as paredes celulares completamente
formadas; 3. E7. Aspecto dos gréos e paredes celulares idénticos ao do ES. Escala: 20um.
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Figuras 4-6. Cortes transversais do endosperma de sementes em desenvolvimento de Bixa orellana L. corados com XP.
4. E2. Endosperma (E) pouco corado pelo XP, apresentando material protéico (p) disperso pelo citoplasma; 5. ES.
Actmulo de material protéico (p) corado no endosperma (E), ainda pouco compactado; 6. E7. Endosperma (E) forte-
mente corado pelo XP, apresentando material protéico (p) totalmente compactado. Escala: 35um.
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Figuras 7-9. Cortes transversais de sementes em desenvolvimento de Bixa orellana L. observados em microscopio de
fluorescéncia; 7. E1. Endosperma (E) praticamente néo fluorescente; 8. E4. Nota-se um acimulo de material fluorescente nas
células do endosperma (E); 9. E4. Detalhe do endosperma com contetido maximo de material fluorescente. Escala: 20um.

maximo de desidratagdo, o que confirma os re-
sultados obtidos para o teor de umidade e a clas-
sificagdo nos diversos estadios feita por Amaral
(1990). As proteinas de reserva sao geralmente
classificadas em fung¢ao de sua solubilidade. Em
cereais, as mais abundantes sdo as prolaminas e
as glutelinas. As primeiras sdo soliveis em so-
lugdes alcoolicas e estdo presentes em grande
quantidade em milho, sorgo e paingo. As

glutelinas, sdo soluveis em solugdes acidas ou
basicas diluidas e ocorrem em abundancia em
trigo, arroz ¢ aveia. Em leguminosas, as
globulinas representam a maior parcela das pro-
teinas de reserva e sdo soltiveis em solugoes sa-
linas (Derbyshire et al. 1976). A principal fun-
¢do dessas proteinas é fornecer aminoacidos ou
nitrogénio para as plantulas em desenvolvimen-
to e, segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1989),



Acta bot. bras. 15(1): 125-132. 2001

estdo entre os componentes celulares que mais
embebem nas sementes. Assim, diferencas no
grau de hidratagdo das proteinas podem expli-
car, em parte, porque as sementes do E4 e ES,
com acumulo protéico maximo, embebem a ta-
xas muito inferiores se comparadas com as se-
mentes maduras (E7) escarificadas (Amaral
et al. 1995). A deteccdo de fluorescéncia natu-
ral revelou a presenca de aminoacidos aromati-
cos no conteudo protéico (Figs. 7, 8 € 9), princi-
palmente triptofano e tirosina, pois a fenilalanina
possui excitacdo maxima a 260nm (Undenfriend
1962) e o filtro de excitacao utilizado foi supe-
rior a este valor. O uso deste método revelou o
mesmo padrdo obtido pelo XP. H4 uma tendén-
cia de aumento de contetido protéico durante os
estadios de desenvolvimento. No inicio ha pou-
co material fluorescente (Fig. 7) e este vai au-
mentando até o estadio E4, que corresponde ao
acumulo maximo de matéria seca. A partir dai
ndo ¢ mais observado nenhum aumento na
fluorescéncia (Figs. 8 € 9). Os resultados obti-
dos para o material presente no endosperma jus-
tificam o fato de que a partir do E4 as sementes
ja estdo fisiologicamente maduras, pois todo o
material de reserva esta formado, o que esta de
acordo com a andlise do acumulo da matéria
seca, que atinge o maximo neste estadio. A par-
tir do momento em que a semente esta fisiologi-
camente madura, ela torna-se capacitada a ger-
minar se colocada em condi¢gdes adequadas de
agua, gases (O,) e temperatura moderada, mes-
mo que ndo esteja completamente desidratada
(Amaral et al. 1995).
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