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RESUMO

FERREIRA, Clébio Pereira, D.Sc., Unigetade Federal de Vicosa, dezembro de
2012. Desenvolvimento de sementes e detresuras secretoras de bixina em
urucum (Bixa orellana L.): aspectos anatdmicos e quimico€rientadora: Marilia
Contin Ventrella.

As sementes do urucur(Bixa orellanal.), que apresentam dorméncia, e as
estruturas secretoras deiba do tegumento seminalndia sdo pouco compreendidas
do ponto de vista anatémico, histoquimico arjod. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar o desenvolvimento das semedé&sirucum e a ontogenia das estruturas
secretoras de bixina por meio de andles®stémicas, micromorfoldgicas, histoquimicas
e quimicas. Sementes de urucum foram cdéetala antese aos 18ids apos a antese
(d.a.a.), com intervalos de 5 a 15 dias. Qemal foi processado decordo com técnicas
usuais em microscopia de luz e eletrbnica de varredura e também submetido a analise
quimica para deteccdo de compostosrekerva e bixinoides. O 6vulo € anétropo,
bitegumentado e crassinucelado. O endospe&rmuclear e a semente é bitegumentada.
A testa € parenquimatosa e na mesotesta piadomnestruturas secretoras de bixina. A
principal camada mecéanica é o exotégmen, célnlas de paredes espessadas dispostas
em palicada. Além de agucares solUaeigmulados na semente, o endosperma acumula
lipidio, amido e proteina, e 0 embrido acumapanas lipidio e proteina. Nao é constada
dorméncia morfolégica, uma vez que o eidbrja estd desenvolvido na semente
madura. Ha dorméncia imposta pelo teguimecomo esclerificacdo e acumulo de
fendlicos no tégmen e tampéo calazal. As estruturas secretoras de bixina se formam no
mesofilo da testa de sementes em desgmaehto, a partir de uma célula inicial com
nacleo e nucléolo conspicyogarios vacuolos pequenascitoplasma denso. Ocorre
coalescimento gradativo de células adjacentes e dissolucdo de paredes que fazem
contato entre estas células, estabelecendo-se uma condicdo cenocitica. Os vacuolos
coalescem e formam um espaco centdalimitado por uma faixa citoplasmatica
periférica, os ndcleos deggram e a secrecdo acumsé no centro. O teor de

bixinoides atinge o valor maximo @622% aos 90 d.a.a, e se estabiliza.



ABSTRACT

FERREIRA, Clébio Pereira, D.Sc., Unigedade Federal de Vigosa, December, 2012.
Seed and bixin secretory struaires development in annatto Bixa orellana L.):
anatomical and chemical aspectdvisor: Marilia @ntin Ventrella.

The seeds of annatt8ika orellanal.), that have dormancynd the bixin glands of
the seed coat, are still poorly understoodtenms of anatomy, histochemistry and
chemistry. This study aimed to characterize the development of annatto seeds and
ontogeny of bixin glands through anatomjaaicromorphological, histochemical and
chemical analysis. Annatto sesdere collected from anthe$s180 days after anthesis
(d.a.a.), with intervals of 5 to 15 days. Trhaterial was processed according to standard
techniques for light microspy and scanning electron microscopy and also subjected to
chemical analysis for detection ofosige compounds and bixinoids. The ovule is
anatropous, bitegmic and crassinucellatee Bmdosperm is nucleand the seed is
bitegmic. The testa is parenchymatous anthbglands predominatin the mesotesta.
The main mechanical layer exotegmen, composed ofick-walled cells arranged in
palisade. In addition to soluble sugars thie accumulated in the seeds, the endosperm
accumulates lipid, starch and protein, and the embryo accumulates only lipid and
protein. Morphological dormancy is not obgeudl, since the embryo is fully developed
in the mature seed. There is dormancy impdsethe seed coat, as sclerified cells and
accumulation of phenolic compounds in thgnten and chalazal plug. Bixin glands are
formed in the mesophyll of the testa in deyghg seeds, from a single initial cell with
nucleus and nucleolus conspicuous, sdveraall vacuoles and dense cytoplasm.
Gradual coalescence of adjacent cells and ldisso of cell walls of these cells occur,
setting up a cenocitic condition. The vaamlcoalesce and form a central space
delimited by a band of peripheral cytoptasthe nuclei degenerate and secretion
accumulates in the center. Bixinoids contesaiches the maximum value of 0.22% at 90

d.a.a., and stabilizes.
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RESUMO

FERREIRA, Clébio Pereira, D.Sc., Unigetade Federal de Vicosa, dezembro de
2012. Desenvolvimento de sementes e detresuras secretoras de bixina em
urucum (Bixa orellana L.): aspectos anatdmicos e quimico®rientadora: Marilia
Contin Ventrella.

As sementes do urucur(Bixa orellanal.), que apresentam dorméncia, e as
estruturas secretoras deiba do tegumento seminalndia sdo pouco compreendidas
do ponto de vista anatémico, histoquimico arjod. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar o desenvolvimento das semedé&sirucum e a ontogenia das estruturas
secretoras de bixina por meio de andls®stémicas, micromorfoldgicas, histoquimicas
e quimicas. Sementes de urucum foram cdéetala antese aos 18ids apos a antese
(d.a.a.), com intervalos de 5 a 15 dias. Qemal foi processado decordo com técnicas
usuais em microscopia de luz e eletrbnica de varredura e também submetido a analise
quimica para deteccdo de compostosrakerva e bixinoides. O 6vulo € anétropo,
bitegumentado e crassinucelado. O endospe&rmuclear e a semente é bitegumentada.
A testa € parenquimatosa e na mesotesta piadonestruturas secretoras de bixina. A
principal camada mecéanica é o exotégmen, célilas de paredes espessadas dispostas
em palicada. Além de agucares solUaeigmulados na semente, o endosperma acumula
lipidio, amido e proteina, e 0 embrido acumapanas lipidio e proteina. Nao é constada
dorméncia morfolégica, uma vez que o eidbrja estd desenvolvido na semente
madura. Ha dorméncia imposta pelo teguimecomo esclerificacdo e acumulo de
fendlicos no tégmen e tampéo calazal. As estruturas secretoras de bixina se formam no
mesofilo da testa de sementes em desgmaehto, a partir de uma célula inicial com
nacleo e nucléolo conspicyogarios vacuolos pequenascitoplasma denso. Ocorre
coalescimento gradativo de células adjacentes e dissolucdo de paredes que fazem
contato entre estas células, estabelecendo-se uma condicdo cenocitica. Os vacuolos
coalescem e formam um espaco centdalimitado por uma faixa citoplasmatica
periférica, 0os ndcleos deggram e a secrecdo acumsé no centro. O teor de

bixinoides atinge o valor maximo @22% aos 90 d.a.a, e se estabiliza.
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ABSTRACT

FERREIRA, Clébio Pereira, D.Sc., Unigedade Federal de Vigosa, December, 2012.
Seed and bixin secretory struaires development in annatto Bixa orellana L.):
anatomical and chemical aspectdvisor: Marilia @ntin Ventrella.

The seeds of annatt8ika orellanal.), that have dormancynd the bixin glands of
the seed coat, are still poorly understoodtenms of anatomy, histochemistry and
chemistry. This study aimed to characterize the development of annatto seeds and
ontogeny of bixin glands through anatomjaaicromorphological, histochemical and
chemical analysis. Annatto sedere collected from anthe$s 180 days after anthesis
(d.a.a.), with intervals of 5 to 15 days. Trhaterial was processed according to standard
techniques for light microspy and scanning electron microscopy and also subjected to
chemical analysis for detection ofostge compounds and bixinoids. The ovule is
anatropous, bitegmic and crassinucellatee Bmdosperm is nucleand the seed is
bitegmic. The testa is parenchymatous anthbglands predominatin the mesotesta.
The main mechanical layer exotegmen, composed ofick-walled cells arranged in
palisade. In addition to soluble sugars thi@ accumulated in the seeds, the endosperm
accumulates lipid, starch and protein, and the embryo accumulates only lipid and
protein. Morphological dormancy is not obgedl, since the embryo is fully developed
in the mature seed. There is dormancy impdsethe seed coat, as sclerified cells and
accumulation of phenolic compounds in thgnten and chalazal plug. Bixin glands are
formed in the mesophyll of the testa in deyghg seeds, from a single initial cell with
nucleus and nucleolus conspicuous, sdveraall vacuoles and dense cytoplasm.
Gradual coalescence of adjacent cells and ldisso of cell walls of these cells occur,
setting up a cenocitic condition. The vaamlcoalesce and form a central space
delimited by a band of peripheral cytoptasthe nuclei degenerate and secretion
accumulates in the center. Bixinoids contesaiches the maximum value of 0.22% at 90

d.a.a., and stabilizes.
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INTRODUCAO GERAL

Em todo o mundo, hd uma demanda crescente por produtos de origem vegetal
que apresentem caracteristicas tintoriais e possam ser utilizados como corantes naturais
em substitui¢do aos corantes sintéticos. Bixa orellanal. é uma das espécies cujo uso
como corante tem sido estimulado nos ultimos anos, principalmente em razdo da
proibicao do uso de corantes sintéticos pelas industrias, do baixo custo de producdo e
auséncia de toxicidade (Stringheta & Silva, 2008). Bixa orellana recebe diversas
denominagdes em todo o mundo e, no Brasil, a espécie € popularmente conhecida como
urucum, urucu, colorau, colorifico, agafroa e acafroeira-da-terra (Lorenzi & Matos,
2002). E uma espécie lenhosa nativa da América Tropical, com distribuicio das Guianas
ao Brasil, sendo bastante cultivada em todos os estados brasileiros, além de outros
paises, como India, Sri Lanka, Java e algumas partes do México (Franco et al, 2002;
Barroso et al, 2004).

O pigmento avermelhado extraido das sementes de urucum tem se destacado na
industria alimenticia como corante natural para derivados lacteos, embutidos, doces,
licores, sorvetes e margarinas, mas também ¢é utilizado nas industrias farmacéutica,
textil, de tintas e de cosméticos (Stringheta & Silva, 2008). Além de suas propriedades
tintoriais, o urucum ¢ utilizado contra grande variedade de enfermidades na medicina
popular (Agra et al, 2007). O pigmento extraido apresenta coloragdo que varia do
amarelo ao castanho escuro, passando por tonalidades de vermelho. O pigmento ¢
composto por carotenoides, dos quais destaca-se a bixina, que tem como provavel
precursor o licopeno (Stringheta & Silva, 2008). Apesar da bixina ser o carotenoide
majoritdrio e o unico de importidncia econdmica nas sementes de urucum, outros
carotenoides também podem ser encontrados em menor propor¢do (Mercadante &
Pfander, 1999).

O urucum ¢ uma espécie de dificil propagacdo vegetativa, que se limita a
alporquia e a cultura in vitro. No caso da alporquia, o processo ¢ lento e de baixo
rendimento, além do sucesso da técnica ser gendtipo-dependente (Mantovani et al.,
2007). Trabalhos de embriogénese (Paiva Neto et al., 2003) e organogénese (D'Souza &
Sharon, 2001; Carvalho et al., 2005; Cruz, 2007) in vitro de urucum ja foram
desenvolvidos, porém a instalacdo da cultura, tradicionalmente, ainda ¢ feita a partir de
plantas propagadas por sementes.

Além da extragdo dos pigmentos, as sementes de urucum também sao utilizadas

como componente de ragdes para suinos (Utiyama, 2001) e aves (Harder, 2005), e neste
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ultimo caso, além das reservas da semente, a bixina contida no tegumento intensifica a
coloragao da gema dos ovos. Nas sementes de urucum e demais Bixaceae o tecido
responsavel pela protecdo do embrido ¢ o tégmen, devido a presenca de células em
palicada com paredes espessadas que constituem o exotégmen, enquanto que a testa
constitui um tecido especializado na secre¢do de carotenoides (Kaur, 1969; Corner,
1976, Werker, 1997; Nandi, 1998).

Os trabalhos morfoanatdmicos relacionados as sementes de urucum restringem-
se a poucas descricdes gerais durante o desenvolvimento da semente (Kaur, 1969;
Corner, 1976; Werker, 1997), acimulo de material de reserva no endosperma (Amaral
et al., 2001) ou abordam especificamente aspectos relacionados ao tegumento e a
dorméncia tegumentar (Amaral et al., 1995, 2000, 2009; Nandi, 1998; Custddio et al.,
2002).

Diversos trabalhos anatdmicos e ultraestruturais tém sido conduzidos com o
objetivo de identificar e localizar os compostos de reserva e sua compartimentaliza¢ao
em sementes (Prego et al., 1998; Serrato-Valenti, 1998; Otegui et al., 1998, 1999; Corte
et al.,, 2008, 2009), mas ainda ha caréncia de dados para a semente do urucum,
especialmente no que se refere a analise conjunta de aspectos anatdmicos, histoquimicos
e quimicos durante as fases iniciais do desenvolvimento.

O urucum apresenta grande quantidade e diversidade de estruturas secretoras,
que constituem caracteristicas diagnosticas da familia Bixaceae, como estruturas
secretoras de bixina, tricomas peltados, canais de mucilagem (Metcalfe & Chalk, 1957,
1983, 1988) e nectarios extraflorais (Metcalfe & Chalk, 1983, 1988). Os tricomas
peltados, os canais de mucilagem e os nectarios extraflorais restringem-se a parte aérea
da planta, enquanto as estruturas secretoras de bixina estao distribuidas por todo o corpo
da planta (Freitas, 2009), e sdo as Unicas estruturas secretoras que também ocorrem nas
sementes.

As estruturas secretoras de bixina sdo denominadas de células secretoras
(Metcalfe & Chalk, 1957) ou células de pigmento (Kaur, 1969; Corner, 1976), e seriam
as estruturas secretoras associadas a producdo de bixina no tegumento das sementes,
mais especificamente na mesotesta (Werker, 1997; Kubitzki & Bayer, 2002), mas
também nos orgdos vegetativos de urucum (Freitas, 2009).

Ainda hé lacunas no entendimento morfoanatomico das estruturas secretoras de
bixina, que geralmente sdo descritas breve e superficialmente, em fases ja avancadas do
desenvolvimento (Amaral et al., 2009). Embora as estruturas secretoras de bixina sejam

consideradas como c¢lulas de bixina (Metacalfe e Chalk, 1957; Corner, 1976), células
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de 6leo (Corner, 1976), células de pigmento (Kaur, 1969) ou idioblastos ramificados
(Keating, 1970) , ha indicios de que seja uma estrutura mais complexa, pluricelular e
com caracteristicas muito peculiares (Freitas, 2009). Poucos estudos ontogenéticos das
estruturas secretoras de bixina ja foram realizados (Kaur, 1969; Freitas, 2009) e
apontam para uma estrutura unicelular cenocitica (Kaur, 1969) ou para uma estrutura
pluricelular, com degradacao de paredes comuns e fusdo de protoplastos (Freitas, 2009).
A presenga de estruturas secretoras de pigmentos, como ocorre em B. orellang é um
carater impar, raramente encontrado em vegetais (Fahn, 1979; Evert, 2006), ¢ merece
estudos mais detalhados.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar,
anatomicamente, o desenvolvimento de sementes e de estruturas secretoras de bixina em
B. orellang relacionando com o acimulo de materiais de reserva e de bixina.

A tese esta dividida em dois capitulos: “Desenvolvimento e acimulo de reservas
em sementes de urucum (Bixa orellana L.)” e “Desenvolvimento de estruturas
secretoras de bixina em sementes de urucum (Bixa orellanal.): anatomia, histoquimica

e fitoquimica”.
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CAPITULO 1

Desenvolvimento e acumulo de reseas em sementes de urucunB(xa orellana L.)

RESUMO - As sementes de urucum (Bixa orellanaLl.) apresentam dorméncia e
ainda sdo pouco estudadas anatomicamente, embora a principal forma de propagacio da
cultura seja a partir de sementes. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o
desenvolvimento e o acimulo de material de reserva de sementes de urucum, por meio
de andlises anatomicas, histoquimicas e bromatologicas. Sementes de urucum foram
coletadas em diferentes fases de desenvolvimento, desde a antese at¢ 180 dias apds a
antese, com intervalos de 5 a 15 dias. O material foi processado de acordo com técnicas
usuais em microscopia de luz e submetido a analise bromatoldgica para detecgdo de
amido, acucares soluveis, lipidios e proteinas. O 6vulo ¢ anatropo, bitegumentado e
crassinucelado. O tegumento externo ¢ composto por 3-5 camadas de células e o
tegumento interno por 4-6 camadas, que ndo proliferam durante o desenvolvimento das
sementes, apenas dividem-se anticlinalmente. O endosperma ¢ nuclear e a celularizagao
se inicia quando o embrido estd passando do estddio globular para cordiforme e as
células do nucelo se encontram degradadas. A semente ¢ bitegumentada e tégmica. A
testa ¢ parenquimatosa e com predominio de estruturas secretoras de bixina. A principal
camada mecanica ¢ uma camada de células esclerificadas em palicada que constitui o
exotégmen, mas o restante do tégmen também apresenta esclerificagdo e acumulam
compostos fenolicos. O endosperma acumula lipidio, amido e proteinas, enquanto o
embrido acumula prioritariamente lipidios e proteinas. Aclicares soliveis também sdo
acumulados nas sementes. O acimulo de proteinas ¢ mais tardio que o acumulo de
lipidio e amido. As sementes maduras podem ser consideradas sem dorméncia
morfoldgica, uma vez que o embrido ja estd completamente desenvolvido e circundado
pelo endosperma rico em reservas. A dorméncia ¢ imposta por caracteristicas do
tegumento, como esclerificagdo e acumulo de compostos fendlicos no tégmen e
formagdo de tampao calazal.

Palavras-chave: endosperma, reserva, tegumento seminal



INTRODUCAO

Bixa orellana L. (Bixaceae), conhecida como urucum ou colorau, tem sido
muito utilizada como corante natural pela industria alimenticia e de cosmético, pela
presenga de um pigmento avermelhado, extraido do tegumento das sementes (Stringheta
& Silva, 2008). As sementes apresentam dorméncia fisica (Amaral et al., 1995), o que
dificulta a propagacao sexuada, e a propagacao vegetativa também ¢ dificil, se limitando
a alporquia e a cultura in vitro. No caso da alporquia, o processo em B. orellanaé lento
e de baixo rendimento, além do sucesso da técnica ser genotipo-dependente (Mantovani
et al., 2007). Trabalhos de embriogénese (Paiva Neto et al., 2003) e organogénese
(D'souza & Sharon, 2001; Carvalho et al., 2005; Cruz, 2007) in vitro de B. orellanaja
estdo sendo desenvolvidos, porém a instalagdo da cultura, tradicionalmente, ainda ¢ feita
a partir de sementes.

A anatomia e a histoquimica sdo ferramentas uteis para a identificagdo de
caracteristicas que possam estar relacionadas a dorméncia fisica e a dorméncia
morfoldgica de sementes (Iwanowska et al., 1994; Oliveira & Paiva, 2005; Briggs et al.,
2005; Wang & Grusak, 2005; Jayasuriya et al., 2007; Orozco-Segovia et al., 2007;
Jordaan, 2011). Ao lado das andlises quimicas, a anatomia e a histoquimica também
permitem a localizagdo de compostos de reserva (Prego et al., 1998; Otegui et al., 1998;
Corte et al., 2008) e o acompanhamento do acimulo de reservas (Jakobsern et al., 1994;
Otegui et al., 1999) durante o desenvolvimento das sementes.

Apesar da dorméncia e da producdo de um pigmento natural de interesse nas
sementes, os trabalhos morfoanatomicos relacionados ao desenvolvimento das sementes
de B. orellanasido escassos (Kaur, 1969; Corner, 1976). Trabalhos anatdmicos mais
aplicados, que avaliam o aciimulo de material de reserva (Amaral et al., 2001) ou
caracteristicas do tegumento (Amaral, 1995, 2000, 2009; Custodio et al., 2002) de
sementes de B. orellanasdo restritos a algumas fases do desenvolvimento. Portanto,
ainda ha necessidade de estudos a respeito das sementes de B. orellana especialmente a
analise conjunta de aspectos anatdomicos, histoquimicos e bromatologicos.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar as sementes de B. orellana com

énfase no desenvolvimento e no acimulo de material de reserva.



MATERIAL E METODOS

Material vegetal e coleta

Foram utilizadas plantas de Bixa orellana L., gendtipo M1, com
aproximadamente 20 anos de idade, cultivadas no Horto Botanico da Universidade
Federal de Vigcosa, em Vigosa, MG. O material testemunho foi herborizado e depositado
no Herbario da Universidade Federal de Vigcosa (VIC), sob n® 31977.

Ovarios de flores em antese e frutos em diferentes fases de desenvolvimento
foram coletados entre os meses de janeiro de 2010 a dezembro de 2011, e tiveram seu
desenvolvimento acompanhado desde a antese até a abertura dos frutos, mediante
marcacao de flores e frutos com etiquetas datadas. As coletas ocorreram a cada cinco
dias, da antese até 30 d.a.a. (dias apoOs a antese) e, posteriormente, a cada 15 dias até

completar 180 d.a.a.

Estereomicroscopia

As estereomicrografias de dvulos e sementes em desenvolvimento foram obtidas em
estereomicroscopio acoplado a camera digital (AxioCam ERc 58S, Zeizz) e programa de
captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8, Zeizz) do Laboratério de Anatomia Vegetal
do Departamento de Biologia Vegetal e em estereomicroscopio (Olympus SZX7)
acoplado a camera digital (Olympus e-330) no Laboratdrio de Cultura de Tecidos do

BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Microscopia de luz (ML)

Andlise estruturalo material foi fixado em glutaraldeido 2,5% ou FAAs, por 48
horas (Johansen, 1940), e estocado em etanol 70%. As amostras (< 0,125 cm’) foram
incluidas em metacrilato (Historesin — Leica®), de acordo com Paiva et al. (2011). O
material emblocado foi seccionado, transversal e longitudinalmente, em micrétomo
rotativo de avango automatico (modelo RM 2155, Leica) com 5 pum de espessura,
corado com azul de toluidina (O’Brien et al., 1964) e montado entre 1amina e laminula
com resina sintética (Permount”). Parte do material fixado também foi seccionado em
criomicrotomo, corado com safrablau e montado com gelatina glicerinada.

Andlise histoquimicaforam realizados testes histoquimicos em material fresco
ou fixado em FAAs5y sem inclusdo, seccionados em criomicrotomo, € também com
material incluido em metacrilato, secionado em micrétomo de avango automatico, com

5 um. Os corantes e reagentes usados foram: lugol (Johansen, 1940) para amido, sudan
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black B (Pearse, 1980) para lipidios, acido periédico/reagente de Schiff (PAS) (Maia,
1979) para polissacarideos neutros, vermelho de ruténio (Johansen, 1940) para
substancias pécticas, Xylidine Ponceau (Vidal, 1977) para proteinas, cloreto férrico
(Johansen, 1940) para compostos fenolicos, vanilina cloridrica (Mace & Howell, 1974)
para taninos condensados, reagente de Wagner (Furr & Mahlberg, 1981) para
alcaloides.

Registro de imagenas fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscopio (Mod.
AX70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japao) acoplado a camera digital (AxioCan HRc,
Zeizz) e microcomputador com o programa de captura de imagens (AxioVision Rel.
4.8, Zeiss), no Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal
da UFV.

Andlise bromatoldgica

Sementes inteiras foram coletadas aos 75, 90, 105, 120, 150 e¢ 180 d.a.a e
processadas para a determinacdo de lipidios, proteinas soluveis, agucares soluveis e
amido, no Laboratério de Andlise de Sementes Florestais do Departamento de
Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa. As avaliagdes foram feitas em
trés replicatas por tratamento. Foram calculadas a média e o desvio padrao.

As sementes foram secas em estufa a 45 °C, por 72 h para a determinacao do
peso da massa seca, ¢ armazenadas em vidros e congeladas até a extragdo e
quantifica¢do das reservas.

Determinacgdo dos lipidios: extragdo e quantificacdo de lipidios foi realizada
em aparelho tipo Soxhlet, pelo método de extracdo a frio com éter de petrodleo por 24 h
(Silva, 1990).

Determinacgdo de proteinas solUveisextracdo de proteinas foi realizada com
tampao TRIS-HCI, 0,1 M, pH 7,5 como solu¢do de extragdao (Alfenas et al., 1991). A
quantifica¢do de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se
albumina sérica bovina (BSA) como padrao.

Determinacéo de acucares sollveis e amadextragdo de agtcares solaveis foi
realizada em banho-maria por 30 minutos a 75 °C (Buckeridge & Dietrich, 1990). Apo6s
a extracdo, a mistura foi centrifugada, retirando-se o sobrenadante e o precipitado foi
seco em estufa a 45 °C, por 48 h, e submetido a digestao do amido com 1 mL de 4cido
perclorico 35% (Passos, 1996). Os aglcares soluveis e o amido foram quantificados
pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956), usando-se glicose (Sigma) como

padrio.
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RESULTADOS

Estrutura do évulo

Os ovulos de flores em antese de Bixa orellanasao anatropos (Figura 1A-C),
bitegumentados, e crassinucelados (Figura 1D-E). O tegumento externo (Figura 1G-H)
¢ constituido por quatro a cinco camadas de células: epiderme externa com células
alongadas radialmente, mesofilo com duas a trés camadas de células vacuolizadas e
volumosas e algumas estruturas secretoras de bixina ja diferenciadas (Figura 1A-B), e
epiderme interna com células com citoplasma denso e menores que as demais. O
tegumento externo € vascularizado pelo feixe rafeal que parte do ovario (Figura 1F-G).
O tegumento interno (Figura 1G-H) ¢ constituido por quatro a seis camadas de células:
epiderme externa e epiderme interna com células pequenas, cuboides e de citoplasma
denso, e mesofilo com duas a quatro camadas de células mais vacuolizadas. O nimero
de camadas de células do tegumento externo e interno aumenta consideravelmente na
regido calazal e micropilar (Figura 1E-F). A micropila € reta, formada pelo exostomio e
endostomio (Figura 1D-E). O feixe rafeal chega até a calaza ainda como um corddo
procambial em diferencia¢do (Figura 1F). O nucelo ¢é pluriestratificado, composto por
células pequenas, com citoplasma denso e nucleo e nucléolos conspicuos, e saco

embrionario na regido central (Figura 1G-H).

Desenvolvimento dos tegumentos

Poucas modificagdes estruturais ocorrem nos tegumentos durante o
desenvolvimento da semente até 20 dias apos a antese (Figura 2A-B). Na testa, as
células da exotesta encontram-se vacuolizadas e alongadas tangencialmente, a mesotesta
apresenta maior numero de estruturas secretoras de bixina e a endotesta ainda apresenta
células densas e alongadas radialmente (Figura 2B). No tégmen, as células da exotesta
mantém citoplasma denso; as células da mesotesta estdo mais vacuolizadas e
expandidas tangencialmente, e hd acimulo de compostos fendlicos na hipoderme
externa, assim como nas células da endotesta (Figura 2B). Aos 25 d.a.a., o
desenvolvimento do arilo a partir da proliferagdo de células do funiculo, préoximo a
micropila, ainda ¢ inconspicuo, e as estruturas secretoras de bixina s3o mais abundantes
e diferenciadas na regido micropilar que na regido calazal (Figura 2C). A regido da
calaza encontra-se bastante elaborada aos 25 d.a.a., formada pela extensdo dos

tegumentos que se curvam para o interior da semente, terminagdes vasculares do feixe

12



vascular rafeal mais diferenciadas e grupos de células com compostos fendlicos que
constituem a hipostase (Figura 2D).

Aos 45 d.a.a. (Figura 2E-G) as principais modificagdes estruturais na testa sao o
alongamento radial discreto e o acimulo de graos de amido nas células da endotesta e,
no tégmen, grande alongamento radial das células do exotégmen (Figura 2E). As
camadas medianas do mesotégmen também apresentam graos de amido, e as células da
hipoderme interna apresentam discreto alongamento radial e afunilamento da regido
mediana das paredes radiais (Figura 2E). Neste estaddio, o alongamento radial das
células do exotégmen torna a regido da calaza mais dilatada tangencialmente (Figura
2F) e, na regido da micropila, o arilo torna-se mais conspicuo (Figura 2G).

Dos 45 aos 60 d.a.a. as principais modificagdes observadas nos tegumentos sdo o
aumento de graos de amido, principalmente na endotesta e o aumento do alongamento
radial das células do exotégmen, que adquirem o aspecto de paligada (Figura 2H).
Também ocorre acimulo de amido nas células das camadas medianas do mesotégmen e
espessamento das paredes radiais na regido mediana das células da hipoderme interna
que comecam a adquirir formato de ampulheta (Figura 2H). Aos 75 d.a.a. o arilo esta
mais diferenciado, porém permanece como uma estrutura rudimentar, constituido por
células parenquimaticas sem acumulo de lipidios, proteinas ou amido (Figura 2I).

Aos 90 d.a.a. as estruturas secretoras de bixina que estdo mais avolumadas,
coalescidas e proximas umas das outras, ocupam a maior proporc¢ao da testa, que ainda
apresenta graos de amido (Figura 2J-K). No tégmen, as células do exotégmen atingem
seu alongamento radial maximo e iniciam o espessamento das paredes radiais (Figura
2K). O espessamento das paredes radiais das células em ampulheta da hipoderme
interna do mesotégmen também se intensifica. Ha grdos de amido nas células do
exotégmen, nas camadas mais externas do mesotégmen e no endotégmen (Figura 2K).
Nas células do endotégmen ha inicio de espessamento das paredes periclinais internas e
anticlinais em forma de “U” (Figura 2K).

Aos 105 d.a.a. ndo ha alteragdes estruturais conspicuas na testa e, no tégmen,
nota-se maior espessamento das paredes das células do exotégmen, da hipoderme
interna do mesotégmen e do endotégmen (Figura 2L). No tégmen, os graos de amido
ndo sao mais observados no exotégmen e se restringem a hipoderme externa e as
camadas medianas do mesotégmen, que estdo colapsadas (Figura 2L).

A partir dos 120 d.a.a. (Figura 3A-E) ndo ocorrem mais graos de amido nos
tegumentos (Figura 3A), que se encontram estruturalmente definidos, e as alteragdes

que ocorrem até os 150 d.a.a. sdo inconspicuas (Figura 3F-J). O arilo rudimentar
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permanece inalterado (Figura 3C), e a regido calazal, bastante complexa (Figura 3D-E),
apresenta rupturas a partir dos 150 d.a.a. (Figura 3F-G, I). A rafe expande-se pouco em
relacdo ao restante da semente, e ¢ visualizada como uma reentranc¢a longitudinal na
semente (Figura 3C). Na testa, a exotesta ¢ composta por células pequenas, achatadas e
de paredes delgadas, revestidas por cuticula muito delgada; a mesotesta ¢ composta por
poucas células parenquimatosas e inimeras estruturas secretoras de bixina, que atingem
seu volume maximo e alto grau de coalescéncia neste estadio, e a endotesta ¢ composta
por células eretas e de paredes delgadas (Figura 3A-C, J, H). O tégmen ¢ marcadamente
esclerificado (Figura 3A-B), embora apenas o exotégmen, que € constituido por células
de paredes anticlinais espessadas, em palicada, seja lignificado, inclusive na regiao
calazal (Figura 3G-H). A lignificagdo ¢ ténue, e ndo se altera at¢é o final do
desenvolvimento das sementes. O mesotégmen apresenta hipoderme externa com
acumulo de compostos fendlicos, camadas centrais colapsadas e hipoderme interna com
células de paredes espessadas em forma de ampulheta; e o endotégmen ¢ composto por
células com espessamentos em “U” e também acumula compostos fendlicos (Figura
3B). A esclerificagdo dos tegumentos e o acimulo de compostos fendlicos (Figura 3D-
F) estendem-se a regido calazal e micropilar. Lipidios também se acumulam na regido
calazal correspondente ao mesotégmen (Figura 31).

As ultimas alteracdes estruturais do tegumento sao observadas na testa aos 180
d.a.a. (Figura 3K-L). Neste estddio, as células da exotesta e da endotesta estdo
colapsadas e o mesofilo preenchido por estruturas secretoras de bixina volumosas entre
células menores pouco especializadas, dando ao tegumento um microrrelevo ondulado e
consisténcia tenra. O arilo rudimentar se desprende da semente madura (Figura 3K),

juntamente com o funiculo, ndo participando do processo de dispersao.

Desenvolvimento do nucelo, do endosperma e do embrido

Da antese até o inicio da formag¢do do endosperma, as células do nucelo tornam-
se mais vacuolizadas e expandem-se consideravelmente, acompanhando a expansdo da
semente ¢ do saco embriondrio (Figura 4A-B). O nucelo ndo apresenta reservas
lipidicas, protéicas ou amilaceas. O embrido globular s6 ¢ observado em sementes com
aproximadamente 45 d.a.a., periodo em que o endosperma cenocitico se estende na
periferia do saco embriondrio como um corddo multinucleado, a partir do podlo
micropilar (Figura 4B-D). O nucelo persiste até o inicio da celularizacio do

endosperma, por volta dos 75 d.a.a. (Figura 4E). As células do nucelo ficam colapsadas
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entre o tegumento interno e o endosperma que ¢é celularizado e prolifera
centripetamente.

A celularizacdo do endosperma coincide com um pico no desenvolvimento do
embrido que, aos 85 d.a.a., ja apresenta cotilédones em expansdo (Figura 4F). A
expansdo dos cotilédones e do eixo hipocotilo-radicula ¢ intensa até os 150 d.a.a.
(Figura 4G-J). Nesse estadio, embrido ja esta estruturalmente desenvolvido, com eixo
hipocétilo-radicula reto e cilindrico, plumula pouco diferenciada e cotilédones delgados

e levemente dobrados no ter¢o distal (Figura 41-J).

Acumulo de reservas no endosperma e no embrido

O actimulo de reservas do endosperma e do embrido (Figura 5) inicia-se entre 80 e
90 d.a.a., periodo em que o embrido apresenta cotilédones em expansio, e ¢ intenso até
150 d.a.a., quando o embrido ja estd maduro.

O endosperma acumula lipidio, amido e proteina (Tabela 1). Lipidio ¢ o primeiro
composto a se acumular, e esta presente em todas as células do endosperma desde os 90
d.a.a. (Figura 5A, D, G, J). O amido comega a se acumular no mesmo periodo, como
graos de amido simples, mas ndo ocorrem nas camadas mais externas do endosperma
(Figura 5B, E, H, K). Proteinas sdo detectadas histoquimicamente a partir dos 105
d.a.a., mas ocorre um acumulo gradativo até¢ os 150 d.a.a., quando os corpos protéicos
sdo visualizados em todas as células do endosperma (Figura 5B, E, H, K).

No embrido, ha acumulo predominante de lipidio e proteina (Tabela 1). Lipidio ¢ o
primeiro composto a se acumular, por volta dos 90 d.a.a., acompanhando a expansao
dos cotilédones e do eixo embriondrio (Figura 5A, D, G, J). Assim como no
endosperma, as proteinas s6 sdo detectadas histoquimicamente a partir dos 90 dias, e
ocorre acumulo gradativo até os 180 d.a.a., quando corpos protéicos repletos de proteina
sdo visualizados (Figura 5C, F, I, ). Ocasionalmente, graos de amido muito diminutos,
como graos de amido primario, também podem ser encontrados nas células do embrido.

A andlise bromatologica da semente de urucum confirma a presenga de lipidios,
proteinas e amido, além de acucares soluveis (Figura 6). Amido e aclcares soluveis
atingem valores maximos (8,30 ¢ 1,05 mg gli/g ms respectivamente) aos 150 d.a.a.
Lipidios e proteinas atingem valores maximos (264,17 e 0,63 mg/g ms,
respectivamente) apenas aos 180 d.a.a. Apenas o amido diminui no final do
desenvolvimento das sementes, de 150 a 180 d.a.a., enquanto agucares soluveis e

proteinas aumentam nesse mesmo periodo.
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Figura 1. Ovulos de flores em antese de Bixa orellana A-B, estereofotomicrografias. C-H,
fotomicrografias de se¢des transversais (C, G-H) e longitudinais (D-F) coradas com azul de toluidina. A-
D, aspecto geral dos ovulos. E, detalhe da regido micropilar. F, detalhe da regido calazal. G, regido
equatorial do 6vulo. H, detalhe dos tegumentos e do nucelo. ca, calaza; ed, endostoma; ee, epiderme
externa; ei, epiderme interna; em, emergéncia; en, endosperma; ex, exostoma; fv, feixe vascular; fu,
funiculo; gb, glandula de bixina; me, mesofilo; mi, micropila; nu, nucelo; ov, dvulo; or, ovario; ra, rafe;
se, saco embrionario; te, tegumento externo; ti, tegumento interno. Barra = 300 pm (A, C), 150 um (B),
100 pm (D), 50 um (E, G), 25 um (F, H).
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Figura 2. Sementes de Bixa orellanaaos 10 (A), 20 (B), 25 (C-D), 45 (E-G), 60 (H), 75 (I-J), 90 (K) e
105 (L) dias apos a antese. A-B, D-I, K-L, fotomicrografias de se¢des longitdinais coradas com azul de
toluidina (A-B, D, G, 1), onde a coloracdo azul-esverdeada indica compostos fenoélicos, e coradas com
PAS (E-F, H, K-L), onde a coloragdo magenta indica polissacarideos. C, J, estereofotomicrografias. A, G,
I, regido micropilar. B, E, H, K, L, detalhe dos tegumentos. C, J, aspecto geral da semente. D, F, regido
calazal. ar, arilo; ca, calaza; cf, compostos fenolicos; en, endosperma; entg, edotégmen; ents, endotesta;
extg, exotégmen; exts, exotesta; fv, feixe vascular; fu, funiculo; gb, glandula de bixina; hp, hipdstase;
metg, mesotégmen; mets, mesotesta; mi, micropila; nu, nucelo; ra, rafe; tg, tégmen; ts, testa. Barra = 50
um (A, E, H, K, L), 25 um (B), 250 um (C, F, G, ).
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Flgura 3 Sementes de Bixa oreIIanaaos 120 (A-E), 150 (F-J) e 180 (K-L) dias apos a antese. A-B, D-K,
fotomicrografias de se¢des longitudinais dos tegumentos (A-B, J-K) e da regido calazal (D-H). C, L,
estereofotomicrografias das sementes. A, K, corado com PAS; coloracdo magenta indica polissacarideos.
B, corado com azul de toluidina; coloragdo esverdeada indica compostos fendlicos. D, reagdo com cloreto
férrico; coloragdo marrom a negra indica compostos fenolicos. E-F, corado com safrablau; coloraggo
avermelhada indica compostos fendlicos. Seta indica ruptura da regido calazal. G-H, corado com
floroglucina acida; coloragdo rosada indica lignina. I-J, corado com sudan black B; coloragdo azul escura
indica lipidios. ar, arilo; ca, calaza; cf, compostos fenodlicos; ct, cuticula; en, endosperma; entg,
edotégmen; ents, endotesta; extg, exotégmen; exts, exotesta; fv, feixe vascular; fu, funiculo; gb, glandula
de bixina; hp, hipdstase; metg, mesotégmen; mets, mesotesta; ra, rafe; tg, tégmen; ts, testa. Barra = 50 um
(A-B, H, J, L), 300 um (D-G, 1), 2 mm (C, K).
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Figura 4. Desenvolvimento do endosperma e do embrido de sementes de Bixa orellana. A-J,
fotomicrografias de se¢des longitudinais (A-I) e transversais (J) do 6vulo de flor em antese (A) e de
sementes aos 45 (B-D), 75 (E), 85 (F), 90 (G), 120 (H) e 150 (I-J) dias apo6s a antese, coradas com azul de
toluidina (A, D, J) ou com azul de toluidina e lugol (B-C, E-I). A, aspecto geral do saco embrionario. B-
D, semente com embrido na fase globular e endosperma cenocitico. B, aspecto geral da regido micropilar.
C, detalhe do embrido ¢ do endosperma em formacdo. D, detalhe do nucelo remanescente e¢ do
endosperma nuclear. E, semente com embrido na fase cordiforme; detalhe do nucelo em degeneracéo e
endosperma em celularizagdo. F-H, semente com embrido na fase cotiledonar. I-J, semente com embrido
maduro. co, cotilédone; eh, eixo hipocoétilo-radicula; em, embrido; en, endosperma; nu, nucelo; nc,
nucleos da célula média; se, saco embrionario; si, sinérgide; t, tegumentos; tg, tégmen. Barra = 50 um (A,
D, E), 250 um (B, F-J), 25 pm (C).
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Figura 5. Acimulo de reservas em sementes de Bixa orellanaaos 90 (A-C), 105 (D-F), 120 (G-I), 150 (J-
L) dias apos a antese (fotomicrografias). A, D, G, J, se¢des longitudinais da semente coradas com sudan
black B; coloragéo azul escura indica lipidios. B-C, E-F, H-I, K-L, secGes transversais do endosperma (B,
E, H, K) e do embrido (C, F, I, L) coradas com xylidine ponceau (XP); coloragdo avermelhada indica
proteinas, ¢ lugol; coloragdo negra indica grios de amido. a, amido, 1, lipidio; em, embrido; em,
endosperma; p, proteina. Barra =400 um (A, D, G, J), 20 um (B-C, E-F, H-I, K-L).
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Figura 6. Acamulo de material de reserva durante o desenvolvimento de sementes de
Bixa orellana

Tabela 1.Analise histoquimica da semente de Bixa orellana

Compostos Corantes/reagentes Endosperma Embrido  Tegumento
Lipidios Sudan IV + +++ -
Proteinas Xylidine ponceau (XP) + ++ -
Amido Reagente de Lugol +++ + +*
Polissacarideos PAS +++ + +

(inclusive amido)

Compostos fenolicos Azul de toluidina - - +
Cloreto férrico - - +
Lignina Floroglucina acida - - +

(+) presenga; (—) auséncia; * nas fases iniciais do desenvolvimento.
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DISCUSSAO

A semente de Bixa orellanaé considerada ortodoxa, pois apresenta dorméncia
fisica relacionada a impermeabilidade do tegumento (Amaral et al., 1995; Amaral et al.,
2009; Baskin et al., 2000). Embora comercialmente indesejavel, a recalcitrancia ¢ uma
caracteristica adaptativa que possibilita a germinagdo da semente apenas em periodos
propicios para o estabelecimento do individuo (Bradford & Nonogaki, 2007).

A quebra da dorméncia das sementes de B. orellana pode ocorrer pela
escarificacdo mecanica ou quimica, o que permite a entrada de dgua na semente
(Amaral et al., 1995) pela eliminagdo de barreiras mecanicas do tegumento seminal.

O tegumento seminal de B. orellanaé essencialmente tégmico, pois ha camadas
de tecido mecanico na epiderme externa, mesofilo e epiderme interna do tégmen. Como
a principal camada mecanica ¢ o exotégmen, formado por uma camada de células em
palicada com paredes espessadas, a semente de B. orellanapode ser classificada como
exotégmica (Kaur, 1969; Corner, 1976; Nandi, 1998). O tégmen também apresenta duas
camadas de células ricas em compostos fenolicos, no mesotégmen e no endotégmen,
que poderiam contribuir para a inibi¢do da germinacdo das sementes (Bradford &
Nonogaki, 2007 Tokubhisa et al., 2007).

A regido calazal das sementes de B. orellanaé bastante elaborada, contando com
a terminacdo dos tegumentos encurvadas para o interior, terminacao do feixe rafeal e
uma regido mais central com células ricas em compostos fendlicos e lipidios, compondo
a hipostase (Nandi, 1998). A hipdstase também poderia ser considerada como uma
barreira a entrada de 4gua na semente, atuando como um tampao calazal (Baskin et al.,
2000).

Pode-se considerar que a dorméncia fisica das sementes de B. orellana(Amaral
et al.,, 1995) seja resultado de um somatoério de resisténcias mecanicas e quimicas do
tegumento que dificultariam a entrada de agua e garantiriam o carater ortodoxo da
semente (Kaur, 1969; Corner, 1976; Nandi, 1998; Baskin et al., 2000). Essas
resisténcias seriam a presenca de camadas de células esclerificadas no tégmen,
especialmente o exotégmen, acimulo de compostos fendlicos no mesotégmen e no
endotégmen e formagao de tampao calazal.

O aumento do volume das sementes, principalmente nas fases iniciais do
desenvolvimento, deve-se a expansdo do tegumento e do nucelo. O nimero de camadas

de células que compdem o tegumento seminal ndo se altera com o desenvolvimento, e
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as células dividem-se prioritariamente no plano anticlinal, apenas aumentando o nimero
de células em cada camada. Embrido e endosperma em desenvolvimento s6 ocupam um
volume significativo da cavidade seminal a partir dos 90 d.a.a., quando o embrido esta
alongando os cotilédones e as reservas comegam a ser efetivamente acumuladas,
respondendo pelo volume final da semente.

O endosperma ¢ do tipo nuclear (Corner, 1976; Lersten, 2004) e a celularizagao
sO se inicia por volta dos 45 dias, momento em que as células do nucelo remanescente
comecam a ser reabsorvidas. Na semente madura, a cavidade seminal ¢ ocupada pelo
endosperma e pelo embrido completamente desenvolvido, ambos ricos em reservas.
Portanto, a dorméncia morfologica, caracterizada pela presenga de embrido pouco
desenvolvido na semente (Bewley & Black, 1982), ndo ¢ constatada nesta espécie.

Na semente de B. orellana,ha a formagdo de um pequeno arilo brancacento
proximo a micropila, de origem funicular. Embora a presenca de arilo relacione-se com
o processo de dispersdo em muitas sementes (Paoli, 2006), em B. orellanao arilo ¢é
pequeno e discreto, sendo considerado vestigial (Corner, 1976). Além disso, o arilo da
sementes de B. orellana ndo permanece conectado as sementes maduras, o que sugere
que ndo participe do processo de dispersdo das sementes. Sementes de coloragdo
vermelha geralmente sdo dispersas por animais (Paoli, 2006), como provavelmente sao
dispersas as sementes de B. orellana.O aspecto avermelhado e papiloso que a semente
madura apresenta ¢ resultado da proliferacdo das estruturas secretoras de bixina na
mesotesta. Algumas estruturas secretoras sao formadas durante o desenvolvimento dos
ovulos, mas a grande maioria se forma durante o desenvolvimento da semente, no
sentido micropila-calaza (Kaur, 1969). A especializacdo da testa para a producao de
pigmentos carotenoides, como a bixina, e a grande quantidade de lipidios como material
de reserva estariam relacionadas com a dispersdo zoocorica das sementes (Paoli, 2006).

As sementes de B. orellana apresentam lipidios, amido e proteinas como
materiais de reserva, como demonstra o resultado das andlises histoquimicas e quimicas,
embora muitos autores considerem-na simplesmente como semente amildcea (Kaur,
1969; Corner, 1976), ou amilo-protéica (Amaral et al., 2001; 2009), negligenciando as
porg¢des protéica e, ou lipidica. O inicio do acumulo de reservas no endosperma e no
embrido coincide com a fase final da morfogénese do embrido. Lipidios se acumulam
intensamente, nas células do endosperma e do embrido, enquanto o amido acumula-se
de forma conspicua apenas no endosperma. Nas células do embrido, eventualmente, sdo
encontrados graos de amido diminutos, que provavelmente atuariam como uma forma

transitoria de reserva. Uma intensa mobilizacao de amido também pode ser observada
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durante o desenvolvimento dos tegumentos da semente de B. orellana O periodo de
maior deposi¢do de amido nos tegumentos coincide com as fases de expansao e
deposicdo de parede secundaria das células do tégmen, sugerindo que o amido seja um
produto intermediario, como em sementes de Arabidopsis(Windsor et al., 2000). As
proteinas tém actimulo mais tardio nas sementes de B. orellanaque os lipidios ¢ o
amido, mas ocorre de forma sincronizada no endosperma e no embrido.

Embora o presente trabalho tenha utilizado datas para a definicdo de fases do
desenvolvimento da semente de B. orellang deve-se considerar que o desenvolvimento
pode ser influenciado pelo genotipo e por fatores ambientais. Isso pode justificar a
grande discordancia de datas que se verifica entre trabalhos que analisam maturidade
fisiologica (Kato et al., 1992) e indices de germinacdo (Amaral et al., 2000; Mendes et
al., 2005) de sementes de B. orellana

CONCLUSOES

A semente de B. orellanaé bitegumentada, com endosperma de formagdo nuclear ¢
embrido desenvolvido. A testa ¢ vermelha, parenquimatosa € com predominio de
estruturas secretoras de bixina, e a principal camada mecanica ¢ o exotégmen, composto
por uma camada de células alongadas radialmente, com paredes espessadas, em
palicada. O endosperma acumula lipidio, amido e proteinas, enquanto o embrido
acumula prioritariamente lipidios e proteinas. O acimulo de proteinas ¢ mais tardio que
o acumulo de lipidio e amido.

As sementes maduras podem ser consideradas sem dorméncia morfoldgica, uma vez
que o embrido ja esta completamente desenvolvido e circundado pelo endosperma rico
em reservas, mas com dorméncia imposta por caracteristicas do tegumento, como
esclerificacdo e acumulo de compostos fendlicos no tégmen e formacdo de tampdo

calazal.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de estruturas secretorage bixina em sementes de urucunB{xa

orellana L.): anatomia, histoquimica e fitoquimica

Resumo —O pigmento avermelhado produzido nas sementes de Bixa orellana,
conhecida como urucum ou colorau, ¢ a bixina, muito utilizada como corante natural. O
pigmento ¢ sintetizado em estruturas secretoras presentes no tegumento seminal, ainda
sdo pouco compreendidas do ponto de vista anatdmico e histoquimico. Este trabalho
teve como objetivo caracterizar a ontogenia das estruturas secretoras de bixina em
sementes de B. orellana,da antese a maturagdo das sementes, por meio de analise
anatomica, histoquimica e espectrofotométrica. Sementes de urucum foram coletadas
em diferentes fases de desenvolvimento, desde a antese até 180 dias apos a antese
(d.a.a.), com intervalos de 5 a 15 dias. O material foi processado de acordo com técnicas
usuais em microscopia de luz e eletronica de varredura e também submetido a anélise
em espectrofotdmetro para a quantificacdo de bixinoides. A estrutura secretora de bixina
comega a se formar no mesofilo do tegumento externo de évulos em desenvolvimento, a
partir de uma célula inicial com nucleo e nucléolo conspicuos, varios vactolos
pequenos e citoplasma denso, e progride com o coalescimento com células adjacentes.
A coalescéncia ocorre pela dissolu¢do de paredes que fazem contato entre células
adjacentes e manutencdo das paredes externas e varios nucleos, estabelecendo-se uma
condi¢do cenocitica. H4 a formagdo de um espago central delimitado por uma faixa
citoplasmatica periférica, os nucleos degeneram e a secre¢do acumula-se na regiao
central. A incorporacdo de novas células e a coalescéncia de estruturas secretoras ja
diferenciadas ocorre até os estadios finais do desenvolvimento das sementes. O teor de
bixinoides aumenta de 0,08 % aos 45 d.a.a. a 0,22% aos 90 d.a.a, quando se estabiliza.
As estruturas secretoras de bixina ou glandulas de bixina apresentam processo
ontogenético e tipo de secrecdo incomuns quando comparados as estruturas secretoras

mais freqiientes em plantas.

Palavras-chave: anatomia, estrutura secretora, glandula, pigmento, teor de bixindide
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INTRODUCAO

Bixa orellanaL., popularmente conhecida como urucum, possui sementes de
tegumento avermelhado muito utilizadas pela industria alimenticia e cosmética como
corante natural, bem como especiaria e na medicina popular (Prance, 1976; Lorenzi e
Matos, 2008). O pigmento avermelhado que da a coloragdo caracteristica as sementes ¢
a bixina, um apocarotenoide, até o momento registrado apenas para essa espécie (Penna
e Pogson, 2006; Stringheta et. al., 2008), produzido e acumulado em estruturas
secretoras (Kaur,1969; Corner, 1976; Metacalfe e Chalk, 1950). Também ocorrem
outros carotenoides nas sementes de B. orellang como [-caroteno, criptoxantina,
luteina e de zeaxantina, mas a bixina ¢ o carotendide majoritario (Tirimanna, 1981; Di
Stasi & Hiruma-Lima, 2002), e representa cerca de 80% dos carotenoides totais (Preston
& Rickard, 1980).

As estruturas secretoras de bixina formam-se, principalmente, no tegumento
externo das sementes (Corner, 1976; Kaur,1969), mas também estdo distribuidas pelos
orgaos vegetativos de B. orellana(Freitas, 2009). Essas estruturas secretoras de bixina
sdo classificadas como células de bixina (Metacalfe e Chalk, 1950; Corner, 1976),
células de oleo (Corner, 1976), células de pigmento (Kaur, 1969) ou idioblastos
ramificados (Keating, 1970). Todas essas classificagdes sao questionaveis e se devem a
escassez de estudos ontogenéticos e ultraestruturais que permitam melhor entendimento
da estrutura secretora de bixina. Na ontogenia das estruturas secretoras de bixina
presentes em Orgdos vegetativos de B. orellang como raizes, caules e folhas, Freitas
(2009) demonstrou que a origem ¢ unicelular e o desenvolvimento pluricelular, com
degradagdo de paredes comuns e fusdo de protoplastos, de forma escalonada, o que
representa um padrdo impar de desenvolvimento quando comparado com o
desenvolvimento de cavidades, canais, idioblastos ou laticiferos. Trabalhos mais
detalhados sobre o desenvolvimento das estruturas secretoras de bixina em sementes de
B. orellanaainda sdo necessarios para o entendimento dessa estrutura secretora tdo
incomum.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a ontogenia das
estruturas secretoras de bixina em sementes de B. orellana,da antese a maturacdo das
sementes, utilizando técnicas de microscopia de luz (analise estrutural e histoquimica),
microscopia eletronica de varredura (analise micromorfoldgica) e espectrofotometria

(quantificacdo de bixinoides).
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e coleta

Foram utilizados 6vulos e sementes de Bixa orellanal. em diferentes fases de
desenvolvimento, coletados de plantas com aproximadamente 20 anos de idade,
cultivadas no Horto Botanico do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade
Federal de Vicosa, em Vicosa, MG. O material testemunho foi herborizado e depositado
no Herbario da Universidade Federal de Vigosa (VIC), sob n® 31977.

As coletas ocorreram a cada cinco dias, da antese até 30 dias apos a antese
(d.a.a.) e, posteriormente, a cada 15 dias at¢ 180 d.a.a., mediante marcagao de flores e

frutos com etiquetas datadas, entre 2010 e 2011.

Estereomicroscopia

As estereomicrografias de 6vulos e sementes em desenvolvimento foram obtidas em
estereomicroscopio acoplado a cdmera digital (AxioCam ERc 58S, Zeiss) e programa de
captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8, Zeiss) do Laboratorio de Anatomia Vegetal

do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Microscopia de luz (ML)

Analise estruturalo material foi fixado em glutaraldeido 2,5% ou FAAs, por 48
horas (Johansen, 1940), e estocado em etanol 70%. As amostras (< 0,125 cm’) foram
incluidas em metacrilato (Historesin — Leica®), de acordo com Paiva et al. (2011). O
material emblocado foi seccionado, transversal e longitudinalmente, em micrétomo
rotativo de avanco automatico (modelo RM 2155, Leica) com 5 pum de espessura,
corado com azul de toluidina (O’Brien et al., 1964) para metacromasia e montado entre

lamina e laminula com resina sintética (Permount®).

Andlise histoquimica:foram realizados testes histoquimicos em material sem
inclusdo (fresco ou fixado em FAAjj), seccionados em criomicrotomo, ¢ também com
material incluido em metacrilato como na andlise estrutural. Os corantes e reagentes
usados foram: lugol (Johansen, 1940) para amido, sudan black B (Pearse, 1980) para
lipidios, reagente NADI (David & Carde, 1964) para 6leos essenciais e Oleorresinas;
acido periodico/reagente de Schiff (PAS) (Maia, 1979) para polissacarideos neutros,

vermelho de ruténio (Johansen, 1940) para substancias pécticas, Xylidine Ponceau (XP)
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(Vidal, 1977) para proteinas, cloreto férrico (Johansen, 1940) para compostos fenolicos,

reagente de Wagner (Furr & Mahlberg, 1981) para alcaloides.

Registro de imagenas fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscépio (Mod.
AX70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japao) acoplado a camera digital (AxioCan HRc,
Zeiss) e microcomputador com o programa de captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8,
Zeiss), no Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da

UFV.

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O material foi fixado em FAAs, por 48 horas, e estocado em etanol 70%. As
amostras foram embebidas em glicerol 30% por 24 horas, congeladas com N; liquido e
fraturadas com auxilio de bisturi. Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua
destilada, desidratadas em série cetonica e secas até o ponto critico com uso de CO,
liquido (CPD 020, Bal-Tec, Balzers). As amostras secas foram metalizadas com ouro
por meio de pulverizacdo catdédica (FDU 010, Bal-Tec, Balzers) e observadas em
microscopio eletronico de varredura LEO, modelo 1430VP, no Nucleo de Microscopia

e Microanalise da UFV.

Quantificacado de bixinoides

Bixinoides totais (bixina, norbixina e seus isdmeros) foram quantificados em
sementes de B. orellanacom 45, 60, 75, 90, 105, ¢ 120 d.a.a., no Laboratério de
Biodiversidade do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.
Extracdes e andlise em espectrofotdometro foram realizadas de acordo com Silva (2007)
e Stringheta et al. (2008).

As extragoes foram realizadas com cloroformio como meio extrator, na
proporg¢ao de 1:6 (p/v), ao abrigo da luz, a 25°C, por 1 h. Ao término das extragdes, os
extratos foram filtrados e o solvente evaporado. Os corantes obtidos foram pesados,
armazenados em frascos de vidro ambar e estocados em freezer (-18 £ 2°C) para as
analises espectrofotométricas.

Os teores de pigmentos (bixinoides totais) foram determinados em
espectrofotometro (UV-1600 Pr6é Analise), apds diluicdo em acetona. Utilizou-se
comprimento de onda de maxima absor¢do de 485 nm e coeficiente de absortividade de

3.140 e absorbancia entre 0,2 e 0,8. Para a determinacdo do teor de pigmento foi
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empregada a formula: % bixinoides = (abs x d)/3,140 (g/100g), onde abs ¢ a absor¢do

da amostra em 485 nm, ¢ d € o fator de diluigao.

RESULTADOS

Ovulos de flores em antese de Bixa orellanaja apresentam algumas estruturas
secretoras de bixina ou glandulas de bixina diferenciadas na regido mediana, no
mesofilo do tegumento externo, e estas continuam a se desenvolver até a maturagao das
sementes aos 180 d.a.a. (Figura 1). Porém, a maioria das células do mesofilo do
tegumento externo ainda se encontram como células indiferenciadas ou como células
iniciais que gerardo as estruturas secretoras de bixina.

Aos 20 d.a.a., muitas estruturas secretoras de bixina estdo em fase inicial de
formagdo na mesotesta, cuja diferenciagdo segue o sentido micropila-calaza.

Cada estrutura secretora de bixina comeca a se formar a partir de uma célula
inicial, que apresenta caracteristicas distintas das demais células adjacentes, como
nucleo e nucléolo conspicuos, varios vactiolos de tamanho reduzido e citoplasma denso
(Figura 2A). O desenvolvimento da estrutura secretora progride com a coalescéncia da
célula inicial com células adjacentes (Figura 2B). A coalescéncia ocorre pela dissolugao
de paredes que fazem contato entre a célula inicial e a célula adjacente que estd sendo
incorporada. As paredes externas se mantém, passando a delimitar um citoplasma
comum, com varios nucleos e nucléolos conspicuos, e varios vactuolos (Figura 2C-D).
Nesse estadio, a estrutura secretora em formagdo ¢ um cenocito (Figura 2A-D). Os
vacuolos coalescem na regido central da estrutura secretora e se forma um espago
central e uma faixa periférica de citoplasma. Nesse estadio, os nucleos estdo em
processo de degeneragdo (Figura 2D-F).

Dos 45 aos 60 d.a.a., as estruturas secretoras de bixina ainda ocupam pequena
proporcdo da testa, mas ja se encontram em processo de secrecdo. Na estrutura
secretora, a faixa citoplasmatica torna-se mais contraida em dire¢@o a parede celular que
a delimita, ha secrecdo no espago central e grios de amido distribuidos nas demais
células da testa, especialmente a endotesta (Figura 2G-H). Gradativamente, as estruturas
secretoras de bixina se avolumam, seja pela incorporagdo de novas células a estrutura
em formacdo, seja pelo coalescimento entre estruturas secretoras adjacentes,

obedecendo ao mesmo padrao: dissolucdo das paredes entre estruturas secretoras
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adjacentes, manutengdo das demais paredes e de uma faixa citoplasmatica periférica
(Figura 2H).

Dos 75 aos 90 d.a.a., os graos de amido também sdo encontrados no tégmen, que
apresenta células totalmente expandidas e em processo de espessamento de parede
celular. Nesse periodo, estruturas secretoras de bixina diferenciadas e em processo de
secrecao predominam na mesotesta, ¢ aumentam de volume pela coalescéncia entre
estruturas secretoras adjacentes ou pela incorporagdo de novas células (Figuras 3A-B,
4A).

Aos 105 dias, estruturas secretoras de bixina continuam a se avolumar na testa e
ainda ha amido presente na endotesta. A secrecdo presente nas estruturas secretoras de
bixina, de colora¢do natural avermelhada (Figura 1), ¢ composta por polissacarideos
(Figura 3C) e lipidios (Figura 3D). Proteinas sdo identificadas pelo teste com xilidine
Ponceau apenas na faixa citoplasmatica periférica, mas ndo na secrecdo (Figura 3E).
Graos de amido, terpenos, alcaloides e compostos fendlicos nao foram identificados na
secrecao.

Aos 120 d.a.a. os tegumentos seminais estdo estruturalmente diferenciados, e o
amido ja foi consumido (Figuras 3F, 4B-D). Dos 120 aos 150 d.a.a. (Figuras 3F-G, 4E)
as estruturas secretoras de bixina continuam a coalescer e atingem o volume final. A
porcao citoplasmatica periférica torna-se mais delgada e altera-se quimicamente,
passando a reagir positivamente nos testes para polissacarideos de maneira mais intensa
que a secre¢do, que ocupa um volume maior das estruturas secretoras de bixina (Figura
3F-G). Aos 180 d.a.a., predomina o colapso de células da testa, especialmente da
exotesta e da endotesta, ¢ muitas estruturas secretoras de bixina apresentam paredes
celulares em processo de degradacao (Figuras 3H, 4F).

O teor de bixinoides (Figura 5) nas sementes de B. orellanavariou de 0,08 %,
aos 45 d.a.a., a 0,22 %, aos 90 d.a.a. A partir dos 90 d.a.a., o teor de pigmentos
decresce, chegando a 0,08% aos 105 d.a.a., estabilizando até o final do desenvolvimento

das sementes.
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Figura 1. Ovulos (A) e sementes de Bixa orellanaaos 30 (B), 120 (C) e 150 (D) dias apds a antese
(estereofotomicrografias). A, arilo; ca, calaza; f, funiculo; gb, glandula de bixina; mi, micropila; r, rafe.
Barra = x pm (A-E).
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Figura 2. Desenvolvimento de glandulas de bixina no tegumento externo de sementes de Bixa orellana
aos 20 (A-E), 30 (F), 45 (G) e 60 (H) dias apos a antese. A-B, D-E, G, se¢des transversais coradas com
azul de toluidina (fotomicrografias). C, F, H, eletromicrografias de varredura. Setas indicam paredes
celulares em degradacdo. A, amido; ci, citoplasma; ec, espago central; ee, epiderme externa; ei, epiderme
interna; m, mesofilo; nu, nucleo; pe, parede celular; v, vacuolo. Barra =10 um (A-H).
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Figura 3. Desenvolvimento de glandulas de bixina em sementes de Bixa orellanaaos 75 (A), 90 (B), 105
(C-E), 120 (F), 150 (G) e 180 (H) dias apos a antese. Segdes transversais (fotomicrografias). A-C, F-H,
corado com PAS; coloracdo magenta indica polissacarideos. Setas indicam regido de coalescéncia entre
glandulas adjacentes. D, corado com sudan black B; colorag@o azul escuro indica lipidios. E, corado com
XP; coloragao alaranjada indica proteinas. a, amido; ci, citoplasma; ents, endotesta; exts, exotesta; mets,
mesotesta; se, secrecao; tg, tégmen; ts, testa. Barra = 25 pm (A-H).
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Figura 4. Desenvolvimento de glandulas de bixina em sementes de Bixa orellanaaos 75 (A), 120 (B-D),
150 (E) e 180 (F) dias apos a antese. Eletromicrografias de varredura. A-D, aspecto geral das glandulas
em desenvolvimento. E-F, superficie da testa. Setas indicam regido de coalescéncia entre glandulas
adjacentes. a, amido; ci, citoplasma; ents, endotesta; exts, exotesta; mets, mesotesta; pc, parede celular;
se, secregao; ts, testa. Barra =20 pm (A, C), 10 um (B), 5 pm (D), 50 um (E-F).
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DISCUSSAO

As estruturas secretoras sdo classificadas de acordo com a posicdo no o6rgao, a
ontogenia, a estrutura, o tipo de material secretado e a fun¢@o na planta (Fahn, 1979;
Evert, 2006). As estrutura secretoras de bixina encontradas em B. orellanaséo relatadas
na literatura como células secretoras (Metcalfe e Chalk, 1950), células de bixina
(Corner, 1976; Amaral et al., 2009), células de pigmento (Kaur, 1969; Corner, 1976) e
idioblastos ramificados (Keating, 1970). No entanto, todas essas classificagdes sdo
questionaveis.

Idioblastos secretores sdao estruturas unicelulares na origem e no
desenvolvimento (Fahn, 1979, 1988; Evert, 2006), enquanto as estruturas secretoras de
bixina sdo unicelulares na origem, mas pluricelulares no desenvolvimento, considerando
a incorporagdo gradativa e continua de células a estrutura em formacgao, que se torna um
cendcito. Nao ocorrem divisdes celulares no desenvolvimento das estruturas secretoras
de bixina, e a incorporagdo de células ocorre de maneira incomum e gradativa. Ha
manuten¢do das paredes celulares externas e degradagdo das paredes que estabelecem
contato entre células adjacentes envolvidas na formacdo da estrutura secretora, mas
manutenc¢ao de varios nucleos, em um cenocito. Com o desenvolvimento, ha a formacgao
de uma faixa citoplasmatica periférica unica, com nucleos degradados, delimitando um
espaco central que acumula a secrecdo. Portanto, as denominagdes de célula secretora,
célula de de bixina, célula de pigmento e idioblasto ramificado ndo se adequam a
estrutura secretora de bixina.

As estruturas secretoras de bixina também nao podem ser classificadas como
cavidade ou canal secretor, mesmo que se assemelhem estruturalmente a estes. As
cavidades e os canais apresentam epitélio secretor e liberam as substancias produzidas
em um espago intercelular, que pode ser formado por processo lisigeno, esquizégeno ou
esquizolisigeno (Fahn, 1979; Evert, 2006). Cavidades e canais podem se originar de
uma unica célula, mas s6 se tornam multicelulares devido as sucessivas divisdes das
células iniciais (Bosabalidis e Tsekos, 1982; Curtis e Lersten, 1994; Kalachanis e
Psaras, 2005), ¢ ndo pela coalescéncia gradativa de células, como nas estrutura
secretoras de bixina.

O processo ontogenético das estruturas secretoras de bixina apresenta algumas
semelhancas com a génese de laticiferos articulados e nao articulados, como uma fase
cenocitica (laticiferos ndo articulados) e a dissolug@o de paredes entre células adjacentes

(laticiferos articulados) (Fahn, 1979; Evert, 2006). O estudo mais pormenorizado do
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desenvolvimento das estruturas secretoras de bixina foi feito por Kaur (1969), que as
descreve como cendcitos, onde uma Unica célula inicial sofreria cariocinese, torna-se-ia
multinucleada e se avolumaria pela expansdo e actimulo de secrecdo, como nos
laticiferos ndo articulados. O que foi observado no presente trabalho é que ndo ha
citocinese ou cariocinese durante o desenvolvimento das estruturas secretoras de bixina,
mas sim agregacdo de outras células e dissolucdo de paredes comuns. O processo
ontogenético das estruturas secretoras de bixina se assemelha ao dos laticiferos
articulados no que diz respeito a origem pluricelular, degrada¢do de paredes entre
células adjacentes e fusdo de protoplastos, embora seja distinto pela coalescéncia
sincronizada de células enfileiradas. Na génese das estruturas secretoras de bixina, a
coalescéncia de células ndo ¢ sincronizada e ocorre de maneira centrifuga a partir da
célula inicial. A origem meristematica ¢ outra diferenca marcante entre a génese dos
laticiferos e a génese das estruturas secretoras de bixina: a partir do procambio ou do
cambio vascular na maioria dos laticiferos (Fahn, 1979; Evert, 2006) e a partir do
meristema fundamental nas estruturas secretoras de bixina, tanto em 6rgdos vegetativos
(Freitas, 2009) como nas sementes.

Outra particularidade das estruturas secretoras de bixina nas sementes ¢ a
manuten¢do da funcionalidade mesmo com a degradacdo dos nucleos durante o
desenvolvimento. Este fato poderia estar associado a incorporagdo gradativa de novas
células, ainda nucleadas, as estruturas secretoras de bixina.

A secrecdo das estruturas secretoras de bixina ¢ composta por uma por¢ao
polissacaridica e por uma porcao lipidica. A bixina, que ¢ um apocarotenoide, estd
presente na por¢ao lipidica. Outros carotenoides como xantofila, caroteno e licopeno
sdo encontrados em plastidios especializados, os cromoplastos, distribuidos em células
ordinarias de raizes, frutos, flores e sementes, provendo a pigmentagdo em tons de
amarelo a vermelho (Cuttriss e Pogson, 2004). A ocorréncia de estruturas secretoras de
pigmentos ¢ um carater incomum, raramente encontrado em vegetais, como em
Hypericum perforatuniOnelli et al., 2002; Maggi et al., 2004). No entanto, estruturas
secretoras de bixina estdo distribuidas em folhas, caules, raizes (Freitas, 2009) ¢
estruturas reprodutoras, especialmente as sementes de B. orellana

Estruturas secretoras de pigmentos também ocorrem em espécies de Hypericum,
chamados de nddulos negros, e estdo distribuidas em folhas, caules e estruturas
reprodutoras (Maggi et al., 2004), mas ndo hd um 06rgdo ou regido com acumulo
significativo de tais ndédulos, como no tegumento das sementes de B. orellana Nodulos

negros de H. perforatumapresentam anatomia e ultraestrutura pouco usual (Onelli et al.,
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2002) e secretam hipericina, uma naftodiantrona vermelha, utilizada como
antidepressivo (Zobayed et al., 2006). Os nddulos formam-se a partir de uma estrutura
multicelular globular, com aspecto de meristemoide, que se desenvolve pelo aumento
do tamanho das células, sem lise celular; ocorre acimulo de secre¢do em vacuolos
espacos periplasmaticos (Onelli et al., 2002), diferindo drasticamente do processo
ontogenético das estruturas secretoras de bixina. A secrecdo dos nddulos de H.
perforatumé inicialmente vermelha, e torna-se enegrecida durante o desenvolvimento
da estrutura secretora, mas ndo ha plastidios envolvidos na sintese (Onelli et al., 2002),
como ¢ esperado no processo de sintese de carotenoides (Ben-Shaul & Naftali, 1969;
Simpson et al., 1975).

Uma terminologia adequada para a estrutura secretora de bixina deve ser
generalista e fugir de especifica¢des, como glandula de bixina ou glandula de pigmento,
pois tanto o processo ontogenético como o tipo de secrecao sdo incomuns.

O teor de bixinoides nas sementes de B. orellanachegou ao valor maximo de
0,22 %, aos 90 d.a.a., mesmo antes da completa diferencia¢do das estruturas secretoras
de bixina, e o decréscimo até os 105 d.a.a., o que pode estar relacionado ao aumento da
massa da matéria seca nesse periodo pelo acimulo de reservas. Aproximadamente 70%
do teor de bixinoides das sementes podem ser atribuidos a bixina, que ¢ o componente
majoritario do corante (Silva et al., 2010).

De acordo com a literatura, os teores maximos de bixina podem variar de 4,36%
a 6,26% (Kato et al., 1992; Barbosa-Filho et al., 1998; Pedrosa et al., 1999; Carvalho et
al., 2010), e as variagdes podem estar associadas ao gendtipo, estadio de
desenvolvimento das sementes, condi¢des edafoclimaticas durante o desenvolvimento
das sementes (Falesi & Kato, 1992; Barbosa-Filho et al., 1998; Santana et al., 2008) e,

até mesmo, aos métodos de extracao e analise (Carvalho et al., 2010).

CONCLUSOES

As estruturas secretoras de bixina ou glandulas de bixina nas sementes de B.
orellana apresentam processo ontogenético ¢ tipo de secregdo (pigmento) incomuns.
Porém, estudos ultraestruturais ainda sdo necessarios para a confirmacdo do processo
ontogenético e para o conhecimento dos processos de sintese, degradagdo e acumulo de

substancias e componentes celulares.
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CONSIDERACOES FINAIS

As sementes maduras podem ser consideradas sem dorméncia morfoldgica, uma
vez que o embrido ja esta completamente desenvolvido e circundado pelo endosperma
rico em reservas, mas com dorméncia imposta por caracteristicas do tegumento, como
esclerificacdo do exotégmen, acimulo de compostos fendlicos em camadas do tégmen
e tampao calazal. O endosperma acumula lipidio, amido e proteinas, enquanto o
embrido acumula prioritariamente lipidios e proteinas.

As estruturas secretoras de bixina ou glandulas de bixina de sementes de B.
orellana e apresentam processo ontogenético e tipo de secregdo muito peculiares.
Porém, estudos ultraestruturais ainda sdo necessarios para a confirmacdo do processo
ontogenético e para o conhecimento dos processos de sintese, degradagdo e acumulo de

substancias e componentes celulares.
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