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RESUMO GERAL

Nos estudos sobre as reservas do mesofilo cotiledonar do género Theobroma destacam-se
os trabalhos sobre sementes de 7. cacao, fonte Gnica da matéria prima do chocolate. Estas
pesquisas preferenciam as mudangas ocorridas na estrutura celular durante a fermentacao,
secagem, torracdo; etapas do processo de producdo do chocolate. Mais recentes sdo os trabalhos
com sementes de 7. grandiflorum utilizadas na elaboracdo do cupulate, produto com
caracteristicas semelhantes ao chocolate.

O presente trabalho analisa as células de reserva lipide-proteicas e idioblastos de polifendis
de T. cacao, T. grandiflorum, T. subincanum, T. bicolor e T. speciosum. Em T. obovatum e T.
microcarpum o estudo apresentou apenas as células polifendlicas. A distribuicdo dos globulos
lipidicos nas células sdo andlogas nestas espécies, isto €, localizagdo periférica e extrema
susceptibilidade ao calor, coalescendo sob condi¢des térmicas acima de 30°C. A proteina de
reserva apresenta-se entremeada com os globulos lipidicos e alguns graos de amido. As células
polifendlicas, em 7. bicolor e T. speciosum, localizam-se na regido do feixe vascular e
parénquima da radicula e nas outras espécies estudadas estdo dispersas pelo mesofilo e proximas
ao feixe vascular.

A mucilagem ¢ uma secrecdo celular constante em cinco espécies estudadas, ndo se
acumulando dentro das células, porém com raras excegdes ocorrem células com mucilagem na
epiderme do mesofilo (7. subincanum). T. speciosum caracteriza-se por efetivamente apresentar
células de mucilagem. Estas células sdo abundantes no mesofilo e cerca de 10% alcancam
grandes dimensdes sem rompimento do tecido. As células polifendlicas apresentam
caracteristicas histoquimicas semelhantes a mucilagem, porém sua estreita relagdo com os feixes

vasculares direciona seu desenvolvimento para a sintese de polifenois.



O tecido do mesofilo cotiledonar ¢ semelhante em todas as espécies aqui estudadas devido
a predominancia de reserva lipide-proteica. Células imaturas de sementes verdes demonstram
capacidade para sintetizar todas as reservas; na maturidade celular demonstram predominancia de
reservas lipide-proteicas ou de mucilagem ou de polifendis. A distribuicdo das reservas no
mesofilo aproximam 7. grandiflorum a T. subincanum. A maior quantidade de proteinas estd em

T. bicolor. Esta espécie apresenta menor quantidade de lipideos e de células polifendlicas.



SUMMARY

Many investigations on the cellular reserves within the cotyledon mesophyll of the genus
Theobroma have been carried out on Theobroma cacao seeds, the source of raw material for the
production of chocolate. These studies demonstrated structural cellular changes due to
fermentation, drying, and roasting processes during chocolate production. Recently the seeds of
the 7. grandiflorum have been analyzed due to their importance in the production of “cupulate”, a
new product similar to chocolate.

In the present work, we analyze the lipid-protein reserve cells and polyphenolic idioblasts
derived from 7. cacao, T. grandiflorum, T. subincanum, T. bicolor, T. speciosum and T.
obovatum. Only phenolic cells were studied in T.obovatum and T. microcarpum.The distribution
of lipid bodies was similar in all the species studied; that is, they were located at the periphery of
the cell wall and demonstrated extremely susceptibly to heat, coalescing at temperatures above
30°C. The reserve protein was interspersed with lipid bodies and some starch granules. The
polyphenolic cells were dispersed throughout the mesophyll and around the vascular bundles in
all the species studied. In 7. bicolor and T. speciosum the polyphenolic cells were only observed
around the vascular bundle and radicle parenchyma.

Mucilage is a cellular secretion in the five species studied. Mucilage does not accumulate
intracellularly; however, rarely we did observe mucilage in the cells of the mesophyll epidermis
of T. subincanum. In T. speciosum, mucilage cells were abundant in the mesophyll and about
10% reached large dimensions without tissue disruption. The polyphenolic cells presented
characteristic mucilage histochemistry, however their strict association with vascular bundles

should direct their development towards polyphenol synthesis.



Cotyledon mesophyll tissue is similar in all the species studied with respect to lipid-protein
reserve. Immature cells demonstrated the capacity to synthesize all the reserves, but this capacity
is not retained in the mature cell. The distribution of reserves in the mesophyll are most similar in

T. grandiflorum and T. subincanum. T. bicolor showed a high protein content, lower lipid levels

and low levels of polyphenolic cells.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

INTRODUGAO

As reservas das sementes de espécies do género Theobroma despertam continuado
interesse. Na atualidade recrudesce o estudo sobre as gorduras, fonte de novos produtos para as
industrias de alimentos e farmacé€utica. A semente de 7. cacao permanece como matéria prima e
unica do chocolate; T. grandiflorum (cupuagu) esta atingindo o mercado com o cupulate, um
produto assemelhado ao chocolate quanto a cor e plasticidade conferida pela sua gordura. T.
speciosum, T. sylvestre e T.bicolor estao sendo indicados como fontes alternativas a gordura de
cacau ou como parte de misturas de gorduras alimenticias (Gilabert-Escriva, 2002). A presenga
de polifendis em 7. cacao, T. bicolor, T.subincanum (Martini et al., 2004) e sua capacidade
antioxidante tem atraido a industria de chocolate pela quantidade de polifenois que agrega valor
nutricional ao produto e o identifica'.

Estudos sobre a estrutura de sementes de cacau e cupuagu referem-se sobretudo as
transformagdes ocorridas durante a fermentacdo, secagem, torracdo e etapas do processo de
producao de chocolate e cupulate respectivamente (Roelofsen, 1958; Biehl et al., 1977; 1982a, c;

1993; Brito, 2000; Mattietto, 2001).

Por exemplo, o chocolate escuro precisa conter no minimo 3600ug de polifendis/g e no maximo 8000ug/g de
chocolate. Para o chocolate branco o padrao esperado ¢ conter polifendis entre o minimo de 1000pg/g € 0 maximo
de 5000png/g de chocolate branco (Wollgast & Anklam, 2000).



O objetivo da presente revisdo ¢ atualizar informagdes sobre as reservas cotiledonares de 7.
grandiflorum, T. subincanum, T. bicolor, T. speciosum, T. obovatum e T. microcarpum. Serao
abordados as relagdes morfoldgicas com os cotilédones de 7. cacao. A presenga de oleosinas de
glébulos lipidicos, a diversificacdo da presenca de polifendis ou da mucilagem também serdo

abordados.

1. O GENERO THEOBROMA E COMPORTAMENTO RECALCITRANTE DE SUAS
SEMENTES

Na maioria das espécies de clima temperado o periodo de viabilidade das sementes
aumenta a medida que a temperatura ¢ umidade do armazenamento decrescem; este
comportamento ¢ denominado ortodoxo (Neves, 1994). Existem sementes sensiveis ao
dessecamento que sdo denominadas recalcitrantes porque apresentam curto periodo de
viabilidade. Sao liberadas da planta-matriz com alto teor de umidade o que estimula a germinagao
imediata. Nao ocorre secagem natural dentro do fruto durante a maturagdo e, por auséncia de
dorméncia, entram em germinagdo imediata sob condigdes favoraveis (Neves, 1994; Pammenter
& Berjak, 2000).

O comportamento recalcitrante é caracteristico de sementes originarias de climas tropicais.
Em Theobroma cacao suas sementes sao suscetiveis ao dessecamento e a temperaturas abaixo da
temperatura média de seus ambientes (Mumford & Brett, 1982; Pammenter & Berjak, 2000).
Estudos sobre tempo de viabilidade de sementes recalcitrantes em fun¢do de perda de agua e
mudangas de temperatura durante a germinagdo mostraram que a gradativa diminui¢cdo de agua
resulta em perda de viabilidade devido a alteragcdes da estrutura das membranas celulares do

hipocétilo (Neves, 1994).



1.1. SECOES DO GENERO

O genéro Theobroma pertence a familia Sterculiaceae e a ordem Malvales; sob o género
ocorrem vinte e duas espécies na América Tropical (Aragao, 1992; Beckett, 1997). Cuatrecasas
(1964) classificou-as em seis se¢oes: Andropetalum (7. mammosum); Glossopetalum (7.
angustifolium, T. canumanense,T. chocoense, T.cirmolinae, T. grandiflorum, T. hylaeum, T.
nemorale, T. obovatum, T. simiarum, T. sinuosum, T. stipulatum, T. subincanum); Oreanthes (7.
bernouillii, T. glaucum, T. speciosum, T. sylvestre, T. velutinum); Rhytidocarpus (7. bicolor)
Telmatocarpus (7. gileri, T. microcarpum) e Theobroma (7. cacao). Ocorrem no Brasil: T.
cacao, T. grandiflorum, T. subincanum, T. obovatum, T. bicolor, T. sylvestre, T. speciosum, T.
microcarpum, todas com frutos comestiveis.

Chaiseri et al.(1989) chamam a atencdo para o estudo das 22 espécies do género
Theobroma, porque além do T. cacao, somente 1. grandiflorum e T. bicolor foram estudadas. No
Brasil, o cultivo do cupuagu (Theobroma grandiflorum) ¢ incentivado e existe industrializacdo da
polpa, a qual ¢ destinada a producdo de sucos, sorvetes e geléias. Suas sementes, submetidas ao
mesmo processo de producdo do chocolate, produzem o cupulate com caracteristicas e sabor
originais.

A gordura de cupuacu tem um perfil de acidos graxos semelhante a gordura de cacau o que
incentiva seu uso em industria de alimentos, ndo como substituto da gordura de cacau mas
compondo novos produtos (chocolates, margarinas, massas) (Berbert, 1981; Jee,1984; Nazaré et

al., 1990; Gilabert-Escriva, 2002).



1.2 CACAU - Theobroma cacao L.; CUPUACU — Theobroma grandiflorum (Willd. ex
Spreng) Schum. e CACAU TIGRE — Theobroma bicolor H.&.B.

1.2.1 CACAU - Theobroma cacao L.

O cacaueiro ¢ uma espécie nativa da floresta tropical imida americana, provavelmente
originaria das bacias do Amazonas e Orinoco. Seu cultivo estende-se da Colombia, para a
Venezuela, América Central e México. Ao dispersar-se ao longo do rio Amazonas, alcanca
também as Guianas. Saindo das Américas, a cultura foi introduzida na Africa nos paises de Gana,
Nigéria, Costa do Marfim, Camardes e Malasia. A Africa é responsavel por cerca de 60% da
produ¢do mundial de cacau e Costa do Marfim produz 41% deste total (CEPLAC, 2003). O
Brasil tem a quinta maior producdo, responsavel por 4% do total mundial. Hoje o cultivo do
cacau ocorre em nove estados brasileiros, sendo 81% da produgao nacional proveniente da Bahia
(Gramacho citado por Melo, 1996).

O cacau ¢ classificado sob trés variedades: Criollo, Forastero e Trinitario, a maioria do
cacau comercializado mundialmente ¢ tipo Forastero; o tipo Trinitario resulta da hibridizacao
entre Forastero e Criollo. As variedades Trinitario e Criollo produzem um chocolate considerado

de qualidade excelente e suave aroma e sabor (Beckett, 1997).

Criollo

Seus cotilédones sdo brancos e sem pigmentacdo. O chocolate de suas améndoas tem
qualidade superior devido a coloragcdo marrom brilhante, aroma e sabor peculiares. A cultura de
Criollo abrange paises da América Central, Venezuela, Colombia, Equador e Peru (Gramacho

citado por Melo, 1996).



Forastero

A variedade Forastero representa 95% de toda produ¢do mundial de cacau devido a maior
produtividade e resisténcia as pragas e doengas. As sementes sdo achatadas e tem coloracao
violeta intensa, produzem um chocolate com sabor mais 4cido e adstringente. O forastero ocorre

na Bahia, Amazonia e paises produtores da Africa (Beckett, 1997).

Trinitario

Este hibrido das variedades Criollo e Forastero produz sementes que variam de amarelo a
roxo. O chocolate originado desta variedade ¢ considerado de qualidade intermediaria sendo

cultivado na Malasia e Indonésia (Beckett, 1997).

Fruto e semente

O fruto de cacau com cerca de 20cm x 7,5cm (Figura 1- D e D; pag. 49), ¢ elongado e
apresenta sulcos longitudinais no pericarpo; que ¢ duro e com coloragdo variando do amarelo ao
vermelho (Silva, 2000). Contém 30 a 50 sementes representando cerca de 13,5 a 29% do peso do
fruto (Mattietto, 2001). As sementes medem 2 a 3cm de comprimento e apresentam polpa, testa e
cotilédones. A polpa ¢ constituida por um parénquima de células esponjosas mucilaginosas
contendo 4gua, frutose, glucose, sacarose, pentosanas, acido citrico, proteinas e varios sais
inorgdnicos. A testa secreta a mucilagem e atua como via de transporte entre os cotilédones e a
polpa mucilaginosa. O cotilédone apresenta células contendo reservas protéicas, lipides, amido e
células polifendlicas. No tecido fresco predominam células contendo numerosos e regulares
glébulos lipidicos que revestem ordenadamente a face interna da membrana celular. As células
polifendlicas apresentam um grande e unico vacuolo preenchido por polifendis sendo respon-

saveis pela cor dos cotilédones. Este vacuolo ¢ lisado durante a fermentacao (Urbanski, 1992).



1.2.2 CUPUACU — Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.

O cupuaguzeiro nativo da floresta amazonica ¢ encontrado ao sul e sudeste do Par4, parte
do Maranhdo e Tocantins. Atualmente estd disseminado em quase toda Amazonia sendo uma das
principais frutas amazonicas cultivadas. Encontram-se espécimes isoladas nos estados de Sao
Paulo, Bahia e Rio de Janeiro. Seu cultivo ocorre também na Venezuela, Equador, Costa Rica,
Colombia, Trinidad Tobago, Gana, Martinica, Sdo Tomé, Florida e Australia (Cavalcante, 1991;
Vasconcelos, 1999; Venturieri, 1999). A Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecudrias
(EMBRAPA), o Centro de Pesquisa Agroflorestal da Amazodnia Oriental (CPATU) e Centro de
Cooperacdo Internacional em Pesquisa Agrondmica (CIRAD), Franca, estdo incentivando o
cultivo do cupuagu em cooperativas (Sautier & Silvestri, 1995).

Existem algumas variedades de cupuacu que podem ser agrupadas em fun¢do do formato e
peso do fruto, espessura da casca e presenca ou auséncia de sementes. As mais conhecidas sdo:

Cupuagu- redondo, cupuagu mamorana, cupuagu mamau (Miiller, 1995).

Fruto e semente

Fruto elipsoideo a subgloboso medindo 16cm x 11cm (Figura 1- A e Aj, pag. 49) ¢ o maior
do género Theobroma, polpa acida com odor intenso, agradavel e distinto do odor do cacau
(Silva, 2000; Martini et al., 2004) ¢ utilizada na industria alimenticia para produ¢do de sucos,
sorvetes e geléias.

Cada fruto contém 20 a 50 sementes (média 36). Os cotilédones, redondos e achatados,
medem 2 a 4cm de largura. Cunha et al. (1997) iniciaram a descri¢do das alteragdes das estruturas
celulares do cupuagu durante a fermentagdo. A testa apresenta material fenolico, entremeado com
células do parenquima. Comparacdo entre estrutura celular antes e pds-fermentagao foram

esbogadas.
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1.2.3 CACAU TIGRE — Theobroma bicolor H.& B.

Tem origens incertas, parecendo ser natural da América Central onde ¢ encontrado sob
cultivo ndo extensivo desde o México até a Amazodnia (regido do Rio Negro). Existe na forma
silvestre na Guatemala. As sementes sdo utilizadas pela populagdo rural em substitui¢do ao cacau
e sua polpa mucilaginosa para a produc¢do de bebidas (sucos) (Furlan & Bressani, 1999). No
Brasil a polpa ¢ empregada como suco e as sementes sdo consumidas assadas (Berbert, 1981;

Monteiro, 1996; Silva, 2000; Gilabert-Escriva, 2002; Torres et al., 2002).

Fruto e semente

Fruto elipsoide a globoso medindo cerca de 17cm x 13cm (Figura 1- C e C; pag. 49). O
pericarpo ¢ desenhado por grossas veias reticuladas. O tecido cotiledonar consiste de células de

reserva e poucas células polifendlicas que predominam ao redor dos feixes vasculares (Miiller et

al., 2000; Martini et al., 2004).

1.3 ESPECIES DE THEOBROMA MENOS ESTUDADAS

CUPUI - Theobroma subincanum Mart.: a espécie ¢ considerada a mais primitiva do
género e sua distribuicdo natural ocorre por toda a bacia Amazdnica, Venezuela e Guiana
Francesa. Sua polpa também ¢ utilizada no preparo de sucos. O fruto ¢ elipsdéide medindo 15cm x
8cm (Figura 1- B e By, pag. 49). Sementes entre 2 — 2,5cm, apresentam polpa branco amarelada e

sem cheiro (Cuatrecasas, 1964).

CACAUI - Theobroma speciosum Mart.: a espécie ocorre ao longo do rio Amazonas e

seus afluentes. Nao apresenta ainda valor comercial (Monteiro, 1996). Fruto globoso-elipsoide,
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medindo cerca de 10cm de comprimento, apresentando até 20 sementes. Polpa esbranquigada e

sem odor (Cavalcante, 1976).

CABECA DE URUBU - Theobroma obovatum Bern.: distribui-se pela regido do Alto
Amazonas, Acre, Mato-Grosso, Peru, Colémbia e Bolivia. Tanto os frutos quanto as sementes
sdo muito pequenos. Segundo Carpenter et al. (1994) as sementes sdo ricas em gordura,

possuindo 64% de gordura amarelada. A polpa ¢ 4cida e apreciada (Monteiro, 1996).

CACAU JACARE - Theobroma microcarpum Mart. ¢ considerada uma espécie rara e
tida como exemplo de especiacdo causada pelo isolamento geografico. Ocorre na parte ocidental
da regido amazonica (Monteiro, 1996). Os frutos sdo pequenos, possuindo em média de 10 a 12
sementes apresentando um dos mais baixos teores de gordura, ou seja, entre 5% e 6% (Carpenter
et al., 1994; Lenci et al., enviado para publicacdo). Sua polpa é adocicada (Monteiro, 1996)
devido ao maior volume de amido em relagdo as suas outras reservas (Lenci et al., para

publicacdo).

2. COMPOSTOS DE RESERVA DAS SEMENTES DE THEOBROMA (VARIAS
ESPECIES)

As reservas das sementes de Theobroma maduras sdo lipideos, proteinas e carboidratos. As
proteinas em microscopia Optica aparecem como areas vacuolares. Os lipides, das sete espécies
estudadas neste trabalho, quando observados em secgdes imidas e sob frio (+ 5°C) apresentam
forma globular. Sao numerosos globulos com diametros iguais. Os granulos de amido sdo

facilmente detectaveis embora sejam escassos, a excecao de 7. microcarpum.
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O mesofilo dos cotilédones de cacau apresenta dois tipos de células de reserva: lipide-
protéicas e polifenolicas. As primeiras caracterizam-se pela grande quantidade de globulos
lipidicos e corpos protéicos que permeiam-se entre as outras reservas. As células polifenolicas

apresentam um grande vacutolo de polifendis (Biehl et al.1977; Calen,1996. Lenci, 2002).

2.1. LIPIDEOS E SINTESE

Os lipideos sdo a principal fonte de reserva das sementes da maioria das espécies do género
Theobroma com valores acima de 60% em 7. grandiflorum e T. obovatum, (Tabela 1). Os
triacilglicerdis (TAGs) e suas cadeias de carbono tem comprimentos e funcionalidades distintos.
A caracterizacdo das gorduras das espécies estudadas neste trabalho foram analisadas por
Gilabert-Escriva (2002). Sementes do mesmo material também foram analisadas citologicamente
por Martini et al.(2004). Gilabert-Escrivda (2002) analisou os lipideos de: 7. cacao, T.
grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T. microcarpum e T. bicolor. As Tabelas 2, 3 ¢ 4,
extraidas de Gilabert-Escriva (2002) contém uma sintese da composi¢ao de TAG, AG e ponto de
fusdo das sementes de quatro espécies.

Ha relativa homogeneidade nas quatro espécies em relacdo a predominancia dos acidos
graxos (Tabela 3). Acido oléico seguido de estedrico e uma queda substancial de palmitico em T.
bicolor, T. subincanum ¢ T. grandiflorum. Ao analisar a composicdo TAG (Tabela 2), T. bicolor
se aproxima de 7. cacao. Por sua vez, o T. subincanum e T. grandiflorum estabelecem melhor
correlacdo quanto a composi¢ao de seus respectivos TAGs.

Os pontos de fusdo da Tabela 4, todos abaixo da temperatura bucal humana, parecem
indicar que todas as trés gorduras seriam substitutas da manteiga de cacau, nome comercial dos

lipides de T. cacao.
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Gilabert-Escriva (2002) entretanto, quando analisou as curvas de cristalizagdo por
Calorimetria Diferencial de Varredura (CDV) das gorduras, obteve um comportamento
semelhante para T. bicolor e T. grandiflorum os quais se distanciaram de 7. subincanum. A
autora atribue a fusdo caracteristica da gordura de 7. cacao a sua composi¢ao em TAG, e ao
comprimento de cadeia de seus dcidos graxos, os quais sdo mais uniformes em relacdo as outras 3
espécies. Entretanto, a mesma autora, quando analisou as formas cristalograficas destas quatro

espécies, encontrou grande polimorfismo, inclusive em 7. cacao.
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Tabela 1: Teor de lipideos de sementes do género Theobroma demonstradas entre 1981 a 2002

SECAO/ESPECIE ORIGEM % de LIPIDEO

Glossopetalum

T. grandiflorum Brasil 60,5

desconhecida 36,72

Brasil 56,73

T. obovatum Brasil 64,0°

T. subincanum Brasil 48,8°

Oreanthes

T. speciosum Costa Rica 25,83
Rhytidocarpus

Brasil 36,1

T. bicolor Brasil 34,12

Costa Rica 27,02

México 17,0*

Costa Rica 29,63

Guatemala 25,5°

Peru 30,8°
Telmatocarpus

T. microcarpum Brasil 5,3°

Theobroma

Brasil 56,0’

T. cacao desconhecida 52,07

México variedade Criollo 23,9

Costa Rica 19,5

Brasil 54,5

Guatemala 42.8°

'Bebert (1981); *Chaiseri et al. (1989); *Carpenter et al. (1994); *Sotelo & Alvarez (1991), °Furlan & Bressani
(1999); *Torres et al. (2002).
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A caracterizagdo das gorduras ressalta-lhes o potencial como alternativas a gordura de
cacau ou como fonte de acidos graxos especificos (behénico C 22:0 ou araquidico C 20:0
(Gilabert-Escriva, 2002). As gorduras de cupuacu e bicolor apresentam maior maciez em relacao
a gordura de cacau e s3o indicadas para a industria de margarinas e cosméticos (Berbert, 1981;
Sotelo & Alvarez., 1991). Silva (1988) mostrou que o padrao de fusdo da gordura de cacau foi

preservado quando adicionou 10% de gordura de cupuacu ou de sua estearina .

Tabela 2. Composicdo dos principais triglicérides (g/100g) de gorduras de sementes de

Theobroma obtidas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

TAG
Espécies POS SOS POP SO0 SOA
T. grandiflorum 12,0 31,4 1,1 16,1 18,1
T. subincanum - 274 1,1 21,0 14,5
bicolor 16,5 52,2 1,4 17,9 4.4
T. cacao 42,3 26,4 20,8 0,9 2,0

S = estedrico; P = palmitico; O = oléico; A = araquidico Fonte: Gilabert-Escriva (2000)

Tabela 3. Composicdo dos principais acidos graxos de sementes de Theobroma expressa em

porcentagem molar.

AG
C 16:0 C 18:0 C18:1 C 20:0
Espécies Palmitico Estearico Oléico Araquidico
T. grandiflorum 8,5 34,6 42,0 9,9
T. subincanum 6,8 31,8 45,6 -
T. bicolor 8,1 47,8 41,0 -
T. cacao 30,6 339 31,4 -

Fonte: Gilabert-Escriva (2000)
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Tabela 4. Ponto de Fusao (5% de solidos) calculado por Calorimetria Diferencial de Varredura

(CDV) de gorduras de quatro espécies de Theobroma.

Espécies CDV (°0)
T. grandiflorum 32,56
T. subincanum 32,00

T. bicolor 35,76

T. cacao 30,57

Fonte: Gilabert-Escriva (2000)

Sementes de Theobroma, estocam TAGs com cadeias de acidos graxos sob distintas
dimensdes e funcionalidades (Murphy, 2001). A dimensdo dos globulos lipidicos nas células
depende da espécie; em geral sdo numerosos e atingem dezenas por célula com cerca de 0,5 a
10pum de diametro. Quanto a biogénese, Murphy (2001), demonstrou que atribui-la ao reticulo
endoplasmatico ¢ inespecifico, porque esta organela ¢ muito heterogénea nas plantas e apresenta
varias fungdes nos seus distintos dominios onde estdo presentes o conjunto das enzimas que
participam da biossintese dos TAGs.

Durante o desenvolvimento das sementes de 7. cacao, a sintese de TAGs ¢ marcada por
trés estagios e ocorrem em um periodo de dois meses. O primeiro estagio caracteriza-se por uma
rapida divisdo celular e pouco acimulo de reservas. O segundo estagio ocorre rapida sintese de
TAGs entre 0 120° ¢ 160° DAP?; quando se estabelece o padrio de 4cidos graxos. O ultimo
estagio, ao redor do 170° DAP, d4 inicio a fase de relativo dessecamento da semente (Griffiths &

Harwood, 1991).

> DAP: dias ap6s polinizagio
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O glodbulo lipidico, na maioria das sementes, apresenta-se circundado por uma camada de
fosfolipides originada da membrana do RE por vesiculagdo ou brotamento (Figura 1) (Huang et
al., 1993; Murphy & Vance, 1999). Na semente tolerante ao dessecamento, a maioria de clima
temperado, os TAGs dos glébulos lipidicos sdo sintetizados juntamente com uma classe de
proteinas especializadas, as oleosinas, cujo peso molecular situa-se entre 15 a 24KDa e direciona
os terminais de suas moléculas voltados para o citoplasma (Figura 1). Estas proteinas conferem
estabilidade aos globulos lipidicos, inibindo sua coalescéncia durante os periodos de desidratagdo
e reidratagdo da semente (Huang et al, 1993; Huang, 1996; Leprince et al., 1998, Murphy &

Vance, 1999, Murphy, 2001).

T

TAG
Gilébulo lipidico
com oleosinas

Ligacdes RE-oleosinas

Figura 1. Formagao dos globulos lipidicos por vesiculagdo do RE nas sementes. O envoltorio
possui uma camada de fosfolipideos associados a outra camada continua de proteinas anfipaticas,
as oleosinas (Murphy & Vance, 1999).

Existem globulos lipidicos que ao se desligarem do RE sdo parcialmente cobertos pelas
oleosinas formando globulos lipidicos maiores. O didmetro dos globulos lipidicos depende da
taxa de oleosina durante sua formag¢ao. Nas sementes tolerantes ao dessecamento o tamanho varia

entre 0,5- 2,0 um (Murphy, 2001). Em sementes sensiveis ao dessecamento, geralmente de

origem tropical e subtropical, como cacau, e frutas ricas em 6leo como azeitona e abacate, ndo se
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registram teores significativos de oleosinas (Murphy, 2001). Durante a formacdo dos globulos
ocorrem fusdes até alcancarem didmetros que variam entre 5 a 30pum, Figura 2 (Huang et al.,

1993; Lea & Leegood, 1999; Murphy & Vance, 1999;)

Grandes glébulos

" de 6leo
Ocorrem fusdes

N&o ocorre sintese CD @ @
— de oleosina 0 Q
(A) 0 % OQ) 3 O

- ———0 Cﬁ

0% Q O O
MembréRE o OQ

Menor quantidade
de fusdes
Sintese lenta

2. de oleosinas Globulos
B) 8(.‘?%73 8C) |ntermed|arlos
de dleo

L|gagoes RE-oleosinas

Sintese répida
Pequenos

de oleosinas {3 globulos
see 890 202 % s

Figura 2. Mecanismo de formagdo da reserva lipidica (Lea & Leegood, 1999). Os gldbulos
lipidicos acumulam-se inicialmente na bicamada da membrana do RE. Desligam-se

Pouquissimas
fusdes

©

eventualmente como pequenas gotas de TAG com didmetro entre 60 a 100nm delimitados por
monocamada fosfolipidica e possivelmente outra de oleosinas. A) Em auséncia de oleosinas, as
pequenas gotas coalescem até um tamanho entre 10 a 25um determinado pela composi¢ao e
viscosidade do meio citoplasmatico. Ocorrem em tecidos de frutos ricos em 6leos e sementes
oleaginosas de clima tropical. B) Em teores moderados de oleosinas, estas sdo inseridas co- ou
pos-translacionalmente sobre a membrana do RE, difundindo-se sobre a superficie dos glébulos
lipidicos em formagdo; ocorrera uma pequena fusdo entre eles e chegardo ao final com 1 a Spum
de diametro. C) Sob intensa sintese de oleosinas ha muito pouca fusdo entre os gldébulos lipidicos
formados que possuirdo diametros entre 0,1 a 1,0um.
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2.2 MOBILIZAGAO DOS LIPIDEOS PARA A GERMINAGAO

Nas sementes que armazenam lipides, a mobilizagdo dos globulos lipidicos ocorre na
primeira semana de germinagdo que se inicia pela mobilizagdo das lipases responsaveis pela
hidrolise das moléculas de TAGs. No processo hd indicacdes de que as oleosinas sendo
superficiais agiriam como receptoras das lipases. A hidrolise das lipases ¢ também eficiente nas
sementes desprovidas de oleosinas porque as plantas ndo transportam lipideos neutros ou
membranas lipidicas, mas convertem-nas a sacarose ou outro intermedidrio solivel para o
transporte intercelular e/ou vascular (Lea & Leegood, 1999; Murphy, 2001). Ap6s a mobilizagdo
dos globulos lipidicos, ocorre a liberacdo de grande quantidade de acidos graxos, os quais sdo
disponibilizados para ceder energia via B-oxidagdo nos glioxissomas.

Em geral, as sementes de plantas tropicais e subtropicais como 7. cacao, sdo recalcitrantes,
apresentando alto teor de umidade e estando aptas a germinar apos sua liberagao e dispersao sem
periodos de dorméncia e reidratagdo. Os globulos lipidicos de cotilédones maduros tendem a ser
maiores (7um) quando comparados aos de sementes tolerantes ao dessecamento (0,5-2,0um).
Leprince et al.(1998) ndo detectaram oleosinas nos globulos lipidicos das sementes de cacau, mas
observaram que os globulos lipidicos das sementes tropicais e subtropicais permanecem estaveis,
apesar da auséncia de oleosinas, durante desidratacao artificial, porém fundem-se imediatamente
apos reidratacdo. Posteriormente Guilloteau et al. (2003) demonstraram a existéncia de oleosinas
quando isolaram das sementes de 7. cacao cinco polipeptideos com pesos moleculares (16,1 a
26,5 kDa) iguais aos das oleosinas. Estes autores atribuem a natureza recalcitrante das sementes
de cacau a alta concentragdo da proteinase aspartica sendo esta enzima responsavel pela
degradacao das proteinas de sementes maduras do 7. cacao em condi¢do acida que ocorre durante

a fermentagao.
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2.3. PROTEINAS E SINTESE

As proteinas das sementes podem ser classificadas de acordo com sua solubilidade em 4gua
(albuminas), em solugdes salinas (globulinas), em alcoois (prolaminas) e em solu¢des acidas ou
alcalinas (glutelinas) (Bewley & Black, 1994).

As proteinas podem ser analisadas sob trés categorias funcionais: proteinas de reserva,
proteinas estruturais e proteinas biologicamente ativas (Fukushima (1991) citado por Marcone,
1999). As proteinas de reserva constituem a maior fragdo protéica e sua protedlise marca o
estagio de germina¢do da semente (Biehl & Passern, 1982b; Marcone, 1999). Sdo sintetizadas em
tecidos especificos, por exemplo, no endosperma e no mesofilo cotiledonar, durante o
desenvolvimento da semente (Muntz, 1996).

A sintese das proteinas ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e sdo transportadas
sequencialmente ou para os corpos protéicos, como organelas isoladas no citoplasma (Bewley &
Black, 1994; Werker, 1997) ou sdo seqiiestradas por autofagia para dentro de grandes vacuolos
de reserva de proteinas (Figura 3) (Herman & Larkins, 1999). As reservas protéicas sio
depositadas durante o desenvolvimento da semente nas células do endosperma ou do mesofilo
cotiledonar (Miintz, 1996).

O periodo de sintese das proteinas € precoce. Por exemplo, em Pisum sativum ocorre ao
final da divisdo celular e inicio do crescimento das células cotiledonares no periodo entre 010° ao
20° DAP (Bewley & Black, 1994). As proteinas de reserva do mesofilo cotiledonar ou do
endosperma sdo codificadas por genes reguladores do desenvolvimento e expressos durante
periodos especificos do ciclo de vida da planta sendo espécie dependente (Fosket, 1994; Miintz,

1996).
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Corpos protéicos '
derivados do RE

|
|, Vacuolo das proteinas |
\ de reserva /

Figura 3. Ontogénese dos corpos protéicos e vactolos de reserva de proteinas em sementes
(Herman & Larkins, 1999). Os corpos protéicos sao formados pela agregacao de proteinas no RE.
Apds a formagdo, estes permanecem ligados ao RE ou separam-se em corpusculos. Os
corpusculos acumulam-se no citoplasma, por autofagia poderdo ser transportados para dentro de
vactolos de reserva de proteinas. Estes vactiolos sao formados por proteinas sintetizadas no RE e
transportadas pelo sistema de endomembranas (complexo de Golgi) originando um grande
vacuolo com os agregados protéicos.

As proteinas das sementes de 7. cacao seguem o padrdo das dicotiledoneas, isto €, tem 52%
de albuminas como polipeptideo predominante cujo peso molecular ¢ 19kD, as globulinas do tipo
vicilinas representam 43% e suas fragoes de polipeptideos tem pesos moleculares entre 47 kDa,
31 kDa e 14,5 kDa (Biehl et al., 1982c; Voigt et al., 1993). Uma fragdo importante na formagao

do sabor e aroma do cacau ¢ atribuida aos peptideos originados da digestdo proteolitica das
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vicilinas durante a etapa de fermentagdo do cacau, no processo de chocolatizagdo. E importante
lembrar que todas as sementes contem vicilinas e leguminas ou apenas leguminas (o leguminas).
O T. cacao € uma excecdo, suas globulinas contém apenas vicilinas (Murphy, 2001).

Mueller et al.(2000) estudando as trés espécies de T. cacao, T. grandiflorum ¢ T. bicolor
encontraram um tipo de albumina e dois tipos de vicilinas (46,5 = 1 kDa e 30,3 + 2 kDa). As
vicilinas com 30 kDa representaram 15% do total de proteinas nas trés espécies.

O estudo do perfil de proteinas totais das sementes de Theobroma: cacao, grandiflorum,
bicolor, microcarpum, subincanum, obovatum e sylvestre (Silva et al., 2001) mostrou a presenca
de fracdes peptidicas de peso molecular 21kDa e sugeriu tratar-se do inibidor de tripsina, com
limitado polimorfismo; com respeito as vicilinas (31 kDa e 47 kDa) os autores encontraram

grande polimorfismo (Silva, 2000; Silva et al., 2001).

2.4. CORPOS PROTEICOS

Em sementes maduras, os corpos protéicos e os globulos lipidicos ocupam grande parte do
citoplasma da célula. Os corpos protéicos variam entre 0,5 -20um de didmetro, aparecem como
matriz amorfa ao MO, geralmente homogénea e apresentam inclusdes cristalinas (Werker, 1997)

freqlientes demonstrados por Lenci (2002) e Martini et al.(2004).

2.5. CARBOIDRATOS

Os carboidratos como material de reserva estdo presentes no embrido, no endosperma e nos
cotilédones, junto com outras substancias de reserva.

Os polissacarideos estdo integrados a parede celular, compondo a mucilagem e na forma de
graos de amido. Os graos de amido sdo estratificados em camadas de amilose ¢ amilopectina
durante a deposi¢ao periodica. Os graos possuem distinta morfologia, tamanho, forma e estrutura
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das camadas (Bewley & Black, 1994; Werker, 1997) e por conseqiiéncia propriedades funcionais
especificas e bem conhecidas na industria de alimentos. O conteudo de amilose no amido de
reserva em sementes ndo modificadas varia entre 25-30% (Denyer et al., 2001)

A porcentagem de amido encontrado em sementes de 7.cacao provenientes de 7 diferentes
regides, inclusive do Brasil (Bahia), variou entre 4,5 a 7,0% e o contetido de amilose representou
36% dos amidos (Schmieder & Keeney, 1980).

A composicao dos carboidratos depositados na parede celular pertencem a trés grupos:
mananos, galactomananos e xiloglicanos. Redgwell & Hansen (2000) isolaram o material da
parede celular de cotilédones de 7. cacao e verificaram a presenca de polissacarideos pécticos

(60%), celulose (28%) xiloglicanos (8%) e galactoglicomananos (3%).

2.6. ESTRUTURAS SECRETORAS EM SEMENTES
2.6.1.Compostos Fendlicos

Os polifendis dos vegetais estdo localizados no interior de idioblastos da epiderme e
subepiderme de folhas, raizes e sementes (Biehl et al., 1977; Hutzler et al., 1998; Castro &
Machado, 2003), normalmente em vactolos (Zobel et al.,1989). Os polifenois sdo derivados do
metabolismo da glicose, vias acetato e shikimato (Bravo, 1998).

Zaprometov (1992), revisando o desempenho funcional dos compostos fenolicos, reafirma
a participagdo destes na agregacdo de polissacarideos complexos na parede celular primaria e na
formagao da suberina e cutina, conferindo ainda prote¢do ao aparato fotossintético e genético
contra radiagdo de ondas curtas UV. A intrinseca reatividade facilita-lhes a atuacdo no
metabolismo intracelular e finalmente como substincias redutoras ou sinalizadoras na inter-

relacdo planta-microorganismo.
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Bravo (1998) considera que existem acima de 8000 estruturas fenolicas nas plantas; este
fato explica porque continuam em estudo. Em 2000, Wollgast & Anklam focalizaram o interesse
sobre os polifendis dos alimentos sobretudo no chocolate. A revisdo aponta que os polifendis
apresentam acima de 20 propriedades protetoras a saude humana, das quais muitas envolvem a
acdo anti-oxidante.

Os polifenodis, localizados no mesofilo cotiledonar de 7. cacao (Biehl et al., 1977) estdo
associados com os eventos de sabor e cor do chocolate, representam cerca de 12 a 20% da massa
das sementes de cacau secas e desengorduradas (Kim & Keeney, 1984; Wollgast & Aklam,
2000). Além de sementes de T. cacao, polifendis estdo presentes em 7. grandiflorum, T. bicolor,
T. obovatum, T. speciosum, T. microcarpum (Griffiths, 1960; Cunha et al., 1997; Miieller et al.,

2000; Mattietto, 2001 e Lenci, 2002).

2.6.2. Mucilagem

Mucilagens sdo polimeros complexos de polissacarideos acidos ou neutros, de alto peso
molecular contendo mais de 30.000 acgucares diferentes, soliveis em agua, comumente
encontrados em plantas superiores (MacGarvie & Parolis, 1981 citado por Medina-Torres et al.,
2000; Castro & Machado, 2003). Sua funcao fisiologica na maioria dos casos ¢ incerta, podem
servir como substancias de reserva ou contribuir para o balanco hidrico e/ou resisténcia ao
dessecamento (Distelbarth & Kull, 1985). A pectina, polissacarideo acidico, ¢ o principal
componente da mucilagem (Western et al, 2000). A microscopia Optica, a mucilagem
desidratada, caracteriza-se por distribuicdo em camadas (Baas & Gregory, 1985).

A ordem Malvales ¢ conhecida entre as dicotiledoneas por conter células ou cavidades

secretoras exclusivamente de mucilagem (Gregory & Baas, 1989; Metcalfe & Chalk, 1989 citado
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por Bakker & Gerritsen, 1992). Estudos demonstraram estruturas como idioblastos, cavidades,
ductos, superficies epidérmicas, parénquima envolvidas na secre¢do de mucilagem em muitas
espécies, entre elas as da familia Sterculiaceae ( Castro & Machado, 2003. Em 7. cacao,
cavidades lisigenas preenchidas com substincia mucilaginosa ocorrem em raiz, caule, flores e

folhas (Brooks & Gard, 1952; Figueira et al., 1994).

2.6.3. Alcaldides

Os alcaloides sdao derivados do metabolismo secundario dos aminoacidos lisina, ornitina,
fenilalanina, tirosina, triptofano e histidina, sendo fonte de nitrogénio para a maioria dos
alcaloides (Lea & Leegood, 1999).

Hammerstone et al.(1994) estudando onze espécies de Theobroma encontraram alcaldides
do grupo das purinas, cafeina e teobromina, porém em niveis detectaveis somente para o 7.
cacao. Em todas as espécies encontraram o tetrametilurato, com exce¢do de 7. obovatum que nao
apresentou alcaloides. Buchelli et al.(2001) determinaram em 7. cacao a variagdo de
concentragdo destes alcaldides durante a maturagdo da semente e observaram aumento da
concentragdo de teobromina a partir do 125° DAP estendendo-se até o final da maturagdo (175°
DAP). Em relagdo a cafeina os mesmos autores, evidenciaram o inicio da deposi¢do a partir do

146° DAP até a maturidade.
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3. CONSIDERAGOES SOBRE A REVISAO

Finalizando, ha evidéncias na literatura que os frutos de Theobroma e respectivas sementes
apresentam constante polimorfismo. Em 7. cacao, espécie onde as sementes sdo mais estudadas o
polimorfismo ainda ocorre quanto a dimensdo do fruto, caracteristicas morfologicas, tipo e
quantidade de elementos de reserva. O fato ndo impede que o chocolate ainda seja exclusivo de
T. cacao, mas assim mesmo chocolates sdo diversificados devido a origem dos varietais.
Os trabalhos realizados sobre a semente de 7. cacao estdo, em sua maioria, direcionados
para as fases do processamento das améndoas para a obtencdo de chocolate. As pesquisas que
caracterizaram a morfologia das sementes sdo escassas e apenas referem-se ao 7. cacao.
A revisdo bibliografica mostrou que ha lacunas de conhecimento sobre as outras espécies
de Theobroma, porque algumas destas, como 7. grandiflorum e T. bicolor estdo sendo cultivadas,
0 que aumenta a necessidade de conhecimento destas espécies.
As pesquisas nacionais recentes analisam:
1. As caracteristicas das gorduras do género Theobroma para aplicagdes tecnoldgicas
(Gilabert-Escriva, 2002).

2. A filogenia do género Theobroma (Silva et al, 2001).

3. Propostas de tratamento na fase de fermentacdo, secagem e torragdo de 7. cacao
visando melhoramento do sabor (Brito, 2000).

Existe apos os trabalhos de Biehl, especialmente depois de 1982 (Biehl et al., 1982c) um
vacuo de informagdes morfologicas sobre 7. cacao. Com relagdo as outras espécies nao

encontramos referéncias bibliograficas.
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A presente revisdo bibliografica resumiu as principais e mais recentes informacdes
referentes a sintese de lipides e corpos lipidicos, porque as gorduras do género Theobroma t€m
especial importancia devido as caracteristicas inerentes a sementes recalcitrantes.

A sintese das proteinas foram especialmente estudadas em Voigt et al. (1993) e Miiller et al.
(2000) porque foram efetuadas em 7. cacao, T. grandiflorum e T. bicolor.

As células fenolicas e a mucilagem, elementos freqlientes em Sterculiaceae foram
consideradas nesta revisdo devido a importancia da mucilagem na morfologia dos tecidos de T.
speciosum e a participacdo dos fenodis nos fendomenos de fermentacao, torragdo e chocolatizacao

das amendoas de 7. cacao.
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CAPITULO 2
LOCALIZAGAO DAS RESERVAS COTILEDONARES DE Theobroma
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum., Theobroma subincanum
Mart., Theobroma bicolor H.&B. E ANALOGIAS COM Theobroma
cacao L.

Martini, M. H.l; Lenci, C. G.z; Figueira, A.3; Tavares, D. Q.2

ABSTRACT

This study analyzed the cell reserves of the cotyledon mesophyll of 7. grandiflorum, T.
subincanum, T. bicolor and investigated the organelles related to the synthesis of the cotyledon
reserves as compared to 7. cacao. The three species showed cotyledons typical of the
Sterculiaceae family, that is foliar cotyledons densely folded around the hypocotyl radicle axis.
The seeds of T. grandiflorum and T. bicolor measured about 30 mm and those of 7. subincanum
17 mm, weighing 11.6g, 9.4g and 2.1g respectively. The cotyledon mesophyll contained the
lipid-protein reserve cells and idioblasts of polyphenols. 7. grandiflorum and T. subincanum
contained more than 50% lipid and presented fluorescence with Nile Red. As with T. cacao, the

lipid bodies of the three species were located at the periphery of the cell wall and measured from
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1 to 4 um. Cryofracture in SEM demonstrated the involvement of the lipid bodies with the
protein reserves. TEM showed low density protein precipitation in the central vacuole of young
mesophyll cells of 7. cacao while in the mature cells of 7. cacao and of T. grandiflorum, T.
subincanum and T. bicolor the reserve protein was interspersed with the lipid bodies and some
starch granules. 7. bicolor showed a high protein content (19,07%). The polyphenolic cells were
dispersed throughout the mesophyll cells of the cotyledon and around the vascular bundles in 7.
cacao, T. grandiflorum and T. subincanum. So far T. bicolor showed a lower level of polyphenols
and the poliphenolic cells were only observed around the vascular bundles. The mesophyll tissue
was similar in all the species studied here due to the prominence of the lipid-protein reserve. The
immature cells demonstrated the capacity to synthesize all the reserves but these were not

retained in the mature cell.

RESUMO

O presente trabalho analisa as reservas celulares do mesofilo cotiledonar de T.
grandiflorum, T. subincanum e T. bicolor, investigando as organelas que estdo relacionadas com
as sinteses de reservas cotiledonares e estabelece comparacdo com 7.cacao. As trés espécies
apresentam os cotilédones folidceos densamente redobrados em torno do eixo hipocétilo-radicula,
caracteristico da familia Sterculiaceae. As sementes de 7. grandiflorum e T. bicolor medem cerca
de 30 mm e de T. subincanum 17 mm, e pesam em média 11,6, 9,4 e 2,1g, respectivamente. No
mesofilo cotiledonar estdo as células de reserva lipide-proteicas e idioblastos de polifendis. A
quantidade de lipideos esta acima de 50% em 7. grandiflorum e T. subincanum e apresentam
fluorescéncia sob Nile Red. Nas trés espécies, como em 7. cacao, a localizacdo dos globulos

lipidicos ¢ periférica, medem de 1 a 4 um e ao MEV demonstra-se o envolvimento dos gldbulos
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lipidicos com as reservas protéicas. Nas células do mesofilo de 7. cacao observa-se, ao MET, a
precipitagdo pouco densa das proteinas no vacuolo central da célula jovem, enquanto em células
maduras das trés espécies e em 7. cacao a proteina de reserva estd entremeada por globulos
lipidicos e alguns graos de amido. 7. bicolor apresenta o maior teor proteico (19,07%). As células
polifenolicas estdo dispersas entre as células do mesofilo cotiledonar e circundam os feixes
vasculares em 7. cacao, T. grandiflorum e T. subincanum. Em T. bicolor, que possui a menor
quantidade de polifendis, as células polifendlicas ocorrem apenas ao redor do feixe vascular. O
tecido do mesofilo ¢ semelhante em todas as espécies aqui estudadas devido a predominancia de
reserva lipide-proteica. As células imaturas demonstram capacidade para sintetizar todas as

reservas, o que ndo permanece na maturidade celular.

INTRODUGAO

Na familia Sterculiaceae o género Theobroma é conhecido pela importancia econdmica de
Theobroma cacao devido a utilizagcdo de suas sementes nos processos de chocolatizacdo. Outras
espécies do género Theobroma sao potenciais reservatorios de genes e também sdo fontes de
novos produtos para a industria de alimentos, como o cupulate, produto originado do T.
grandiflorum (cupuagu) (Venturieri & Aguiar,1988; Silva et al., 2001). Gilabert-Escriva (2002)
caracterizou os acidos graxos e triglicerideos de 7. bicolor e T. sylvestre, e sugeriu seus lipidios
como substitutos potenciais da gordura de cacau. Quanto as gorduras do 7. grandiflorum, T.
obovatum e T. subincanum, devido a maciez e pontos de fusdo diferentes da gordura de cacau, o
autor acima propds outras aplicacdes: sorveteria e cosméticos. O processo de fermentacdo ao qual
sao submetidos o 7. cacao e T. grandiflorum mereceram varias pesquisas sobre as caracteristicas

das reservas lipidicas e protéicas de sementes integras e pos-fermentacdo (Brooks & Guard,
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1952; Biehl et al., 1977; Biehl et al., 1982; Ruhl et al., 1989a; Ruhl et al., 1989b; Brito, 2000;
Mattietto, 2001). No mesofilo cotiledonar destas quatro espécies sdo mais evidentes dois tipos de
células de reserva: lipide—protéicas e polifendlicas.

O estudo de filogenia de Cuatrecasas (1964) classificou 7. grandiflorum e T. subincanum
na se¢do Glossopetalum considerada a mais primitiva. 7. bicolor foi incluido em se¢do mais
recente, a Rhytidocarpus e 7. cacao, na secdo Theobroma, que ¢ considerada pelo autor como a
mais evoluida.

O presente trabalho analisa as reservas celulares do mesofilo cotiledonar das quatro
espécies acima e investiga elementos citologicos que possam sustentar a hipotese de teobromas

menos evoluidos em relacdo a 7. cacao.

MATERIAL E METODOS

Material

Sementes® de 7. grandiflorum, T. subincanum, T. bicolor ¢ T. cacao foram obtidas de frutos
maduros provenientes das cole¢des da Comissdao Executiva do Plano Cacaueiro (CEPLAC) de
Marituba- PA e Itabuna- BA. Os frutos foram divididos em dois grupos de acordo com a origem:

Grupo 1 (G1). T. cacao (frutos maduros recebidos do CEPLAC- Marituba, PA; em marco

de 2001);

* As sementes sdo oriundas de dois lotes subdivididos entre trés grupos de pesquisadores sob a lideranca de A.
Figueira (CENA/Piracicaba), o qual aborda a filogenia das espécies através de marcadores bioquimicos e
moleculares. L. A. G. Gongalves procedeu a caracterizagdo das gorduras para aplicacdo tecnoldgica e a equipe de
D. Q. Tavares procedeu a caracterizagdo estrutural das sementes.
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Grupo 2 (G2). T. cacao, T. grandiflorum T. subincanum e T. bicolor (frutos maduros

recebidos do CEPLAC- Itabuna, BA; em novembro de 2001).

Métodos

Os cotilédones foram preparados para o estudo ao microscopio optico (MO) de luz
transmitida ou microscopio Optico de epifluorescéncia (MO Fluorescéncia), microscopio

eletronico de varredura (MEV) e microscopio eletronico de transmissao (MET).

1. MO

Cotilédones frescos foram seccionados manualmente e, ainda hidratados, foram
conservados a 15°C para estudo a0 MO. Cubos (2mm®) do tecido cotiledonar vicinais as amostras
anteriores foram fixados em 2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido (v/v) acrescido de 3%
de sacarose em tampao cacodilato de soédio 0,1M, pH 7,3 (120h a 5°C). O tecido foi desidratado
em solucdes de concentracdes crescentes de etanol e incluido em historesina GMA
(glicolmetacrilato). Cortes de 1 a 3um foram submetidos as coloragdes seguintes:

a) Azul de Toluidina (AT) 0,5% em Boérax 5%, pH 8,0 para auxiliar a localizagdo de
estruturas contendo pectinas e polifenois (O’Brien & Mc Cully, 1981; Gahan, 1984);

b) Naphthol Blue Black (NBB)1% em acido acético 7% para identificacdo total de
proteinas (Ling-Lee et al., 1977);

c) PAS/Reativo de Schiff para amido e polissacarideos da parede celular. Os cortes
histologicos foram previamente tratados com glicina 0,15mM em tampao fosfato 0,05M a pH 7,0
por 2 horas, para bloquear grupamentos aldeidos do fixador. A seguir o material foi submetido a

oxidacdo com o &cido periddico 0,5% (Silva, 1995).
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2. MO - Fluorescéncia

Secdes congeladas obtidas em criostato, foram usadas para demonstrar lipideos. Os cortes
foram tratados com solugdo de Nile Red dissolvido em acetona 100ug/ml (Greenspam et al.,

1985).

3. Microscopia Eletrénica

Outras porcdes dos mesmos cotilédones foram divididas para estudos sob microscopia

eletronica de varredura (MEV) e de transmissao (MET).

3.1 MEV

Os blocos de tecidos com volume entre 1 a Smm’ foram fixados em solucdo 5% de
glutaraldeido em tampao cacodilato de sédio 0.1M, pH 7,3 (120h a 6°C) e pos-fixados em
solugdo a 1% de tetroxido de 6smio (OsOy) e tampao cacodilato de sddio 0.1M, pH 7,3 por 18h
(Bechtel, 1983). A seguir foram lavados e desidratados em solugdes crescentes de etanol (50, 70,
80, 90 e etanol absoluto) e imersos em nitrogénio liquido para proceder a criofratura. Estas
amostras foram colocadas em acetona (2h) para extracdo do o6leo e seguindo-se a secagem em
aparelho de ponto critico de CO,. As amostras foram colocadas sobre suportes metélicos,
metalizadas com ouro/paléddio e observadas em microscopio JEOL JSM-5800LV sob aceleragao

de 10KV ou 15KV.

3.2 MET

Os blocos de cotilédones com cerca de 2mm’ de volume foram fixados em solucdo 2,5% de

glutaraldeido, 4% paraformaldeido (v/v) com adi¢do de sacarose 3% em tampao cacodilato de
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sodio 0,1M, pH 7,3 por 90 horas a 5°C. Foram pdés- fixados em solugdo a 1% de OsO4 em tampao
cacodilato de sodio 0.1M, pH 7,3 (18h). Apods lavar o material este foi contrastado por 16h em
solucdo de acetato de uranila 0,5% acrescida de sacarose 13,3% (Haddad et al., 1998). O tecido
foi desidratado em solugdes crescentes de etanol (70, 80, 90, 95 e etanol absoluto) e procedeu-se
inclusdo com resina epoxi (EPON). Cortes ultrafinos foram contrastados em acetato de uranila
5% e citrato de chumbo (Harris, 1991; Haddad et al., 1998) ¢ examinados ao MET LEO 906, sob

60 KV.

4. Determinagoes Quimicas

Lipideos totais foram determinados pelo Método Soxhlet (963.15 AOAC, 1997) a partir de
amostras liofilizadas e moidas. Utilizou-se éter de petréleo para a extracdo da gordura. Proteinas
foram determinadas pelo Método de Kjeldahl (970.22 AOAC, 1997) utilizando-se o fator de
conversdo 5,4 (Silva, 2000). Os carboidratos totais foram calculados por diferengas de pesos’. A
determinag¢do de polifendis foi realizada por espectrofotometria (Marigo, 1973) com estas
modifica¢des: S0mg da amostra liofilizada e desengordurada foi adicionada a solug¢do de acetona
70% e centrifugada (3200xg/20min a 4°C). Para uma aliquota de 0,5ml do sobrenadante
acrescentou-se 60 ml dgua destilada, 15ml de carbonato de sédio anidro a 20% e 5ml de Folin
Ciocalteu e mantidas a 20°C por 2 horas. A curva padrao foi de 4cido galico nas concentragdes 5,
10, 25, 50, 100, 150, 250, 500 e as leituras feitas a 760 nm no espectrofotdometro Beckman DU-

70.

> obtida por subtragio do peso de proteinas, lipides e cinzas das respectivas amostras.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde 1911 sabe-se que a espécie T. cacao “cobre inumerdveis varietais que diferem
quanto a forma do fruto, tamanho e produtividade das arvores” (Hart, 1911 citado por
Cuatrecasas, 1964). Portanto, entre as 22 espécies do género, o polimorfismo ¢ marcante e gera
muitas hipoteses de filogenia. Neste trabalho compararam-se as reservas dos cotilédones de 7.
grandiflorum, T. bicolor e T. subincanum. As sementes de 7. grandiflorum e T. bicolor, sdo
elipsodides e medem cerca de 30 mm (Tabela 1) em seu maior eixo; 7. subincanum tem forma
trapezoidal com 17 mm de altura. Abrindo-se as sementes (Figura 1) observam-se os cotilédones
caracteristicos de Sterculiaceae, isto ¢, folidceos, densamente redobrados em torno do eixo
hipocotilo-radicula e geralmente esbranquigados (Corner, 1976; Barroso et al., 1999). Dois
aspectos reforcam a morfologia foliar: a) na superficie externa, os cotilédones apresentam rede
vascular permeando toda a sua extensao; b) a espessura destes cotilédones, em média de 0,7mm
em 7. grandiflorum e T. subincanum e atingiu 1,4mm em 7. bicolor. A denominacdo T. bicolor ¢é
apropriada porque os cotilédones mais jovens abrigam entre seus redobramentos um tecido
transliicido, destacédvel e retorcido como um suspensor (Figura 2A) sendo constituido por
parénquima homogéneo e ndo contendo substancias de reserva (Figura 2A;) como observado nas
células cotiledonares (Figura 2A,). T. cacao por sua vez tem coloracdo muito variavel: é roxo no
varietal forastero (Figura 1D,) e atinge o esbranquicado em outros varietais (Barroso et al., 1999;
Silva et al., 2001). Em termos de massa, 7. grandiflorum e T. bicolor destacam-se (Tabela 1) em

relacdo as outras espécies.
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Tabela 1. Tamanho e peso médio das sementes de 7. grandiflorum, T. bicolor, T. subincanum e

T. cacao.
Espécie Tamanho *(mm) Peso** (g)
T. grandiflorum (G2) 31x24 11,6 £2,8
T. subincanum (G2) 17x 11 2,1£0,2
T. bicolor (G2) 30x 24 9,4+1,1
"""""" T.cacao(Gl)  23x13 32402
T. cacao (G2) 29x 12 2,8+0,2
* eixos longitudinal e transversal ** valores: média * desvio padrido

G1 e G2 referem-se a procedéncia, vide Material e Métodos.

Mesofilo cotiledonar

O mesofilo cotiledonar assim como o embrido contém células de reserva, idioblastos de
polifendis e feixes vasculares. O endosperma de Theobroma desaparece precocemente. Em 7.
cacao o endosperma estd presente entre o 832 DAP ao 104° DAP, periodo no qual as reservas
serdo utilizadas para o desenvolvimento do embrido; entre 160° - 170° DAP a semente estara
madura (Bucheli et al., 2001; Dangou et al., 2002). Todas as trés espécies e também 7. cacao
demonstraram sementes e células em estagios diferenciados de maturacdo. Em sementes jovens
as células do mesofilo, contendo poucas reservas, apresentam o caracteristico vacuolo central
melhor evidenciado ao MET (Figura 6A,B). Este vactolo desaparece a medida que as reservas se
acumulam.

Apenas as células da epiderme mantém até a maturidade o grande vacuolo central, o qual ¢
fracamente positivo ao AT pH 8,0 (Figura 2B). Nas trés espécies as células da epiderme contém
pequenos (< 0,3um) glébulos metacromaticos ao AT indicando a presenca de polifendlicos,

poucos globulos lipidicos e raros graos de amido (Figura 2B;).
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Os idioblastos acompanham os feixes vasculares e sdo identificaveis assim que a lamina
cotiledonar inicia seu crescimento na semente. Brooks & Guard (1952) apresentaram
caracteristicas da morfologia celular das por¢des vegetativas que ocorrem também nos
cotilédones destas espécies, como por exemplo os espagos intercelulares que ocorrem em graus
variados e sdo bem aparentes em 7. subincanum. Em cortes do mesofilo fresco, pode-se dissociar
células integras de reserva exercendo-se uma pressao entre a lamina e laminula histologicas.Esta
labilidade entre as células promove espacos lisigenos armazenadores de mucilagem, fendémeno
extensivo em 7. speciosum (Martini et al., 2003).

As células dos mesofilos de 7. grandiflorum, T. subincanum, T. bicolor e T. cacao
sintetizam mucilagem (Figura 2B). Os cortes histologicos de tecido fresco demonstram-na sob
coloracdo com vermelho de ruténio (Martini et al, 2003) ou por metacromasia ao AT em tecido
fixado (Figura 2B;). Na testa das sementes, por metacromasia ao AT, foram observadas células
repletas de mucilagem. Nos mesofilos nao se identificaram células especificas para esta secregao,
entretanto, a secrecao ¢ abundante nas secoes a fresco.

Os resultados obtidos nas determinagdes das reservas dos cotilédones estdo apresentados na
Tabela 2. As concentragdes de lipideos sdo andlogas as encontradas por Silva (2000) visto que as
amostras sao oriundas do mesmo lote da CEPLAC/PA e CEPLAC/ BA 2001; as proteinas totais
apresentadas por Silva (2000) foram obtidas com sementes desengorduradas. Observa-se que trés
espécies, assim como 7. cacao, caracterizam-se como sementes de reserva lipide-proteica. T.
bicolor entretanto destaca-se pela maior quantidade de reserva protéica e muito baixa producao

de polifendis em relagdo as demais espécies (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentrag@o das principais reservas das sementes de Theobroma, em base seca (%)

Amostra Proteina Lipideo Carboidrato Polifenois
T. grandiflorum (G2) 12,95 54,22 25,37 4,27
T. subincanum (G2) 9,48 59,88 nd 5,52
T. bicolor (G2) 19,07 30,86 45,75 0,50
. Tcacao(Gl) 1420 4726 3420 827
T. cacao (G2) 14,50 51,22 28,92 7,72

nd = ndo determinado. Os valores sdo médias de trés determinagdes.
G1 e G2 referem-se a procedéncia, vide Material e Métodos

Lipideos

A localizagao dos globulos de lipideos (Figura 2 B, B;, B;) ¢ semelhante a de 7. cacao:
localizagdo periférica e globulos entre 1um a 4pm. No tecido seccionado a fresco os gldbulos
coalescem nas células ainda integras quando a temperatura atinge acima de 30°C (exame ao MO
por iluminacdo transmitida através da lamina).

Sob criosec¢do em CO, os cotilédones preservaram parcialmente os globulos lipidicos e
estdo evidenciados por fluorescéncia ao Nile Red (Figura 3 A, B, C).

O envolvimento dos globulos de gordura pelas reservas protéicas ¢ uma constante e
demonstravel ao MEV (Figura 5A,B). A proximidade com a reserva protéica obscurece a
presenca da oleosina (membrana lipide-protéica que envolve o glébulo de gordura de sementes
ortodoxas). De fato, na Figura 7, em T. cacao, T. subincanum e T. bicolor ocorre ténue membrana
entre os globulos lipidicos. Leprince et al. (1998) incluiu 7. cacao como exemplo de semente
recalcitrante e desprovida de oleosinas. Guilloteau et al. (2003) afirmam a existéncia de oleosina

e apresentam a sequéncia de peptideos que compde as duas classes de oleosinas de 7. cacao.
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Quanto a composi¢do dos acidos graxos e triacilglicerois, o estudo de Gilabert- Escriva
(2002) ¢ abrangente; ¢ descrito que ha relativa homogeneidade em relagdo a predominancia de
acido oléico, seguido de estearico em 7. grandiflorum, T. subincanum, T. bicolor e T. cacao.
Entretanto, ocorre 70% de redugdo do acido palmitico do 7. cacao nas outras trés espécies em
estudo.

A composi¢do dos TAGs demonstram predomindncia do TAG SOS nas trés espécies e do
TAG POS em T. cacao. Segundo Gilabert-Escriva (2002) esta diferenca demonstra que os lipides

das trés espécies nao seriam substitutos naturais da manteiga de cacau.

Proteinas

Na semente madura de de 7. cacao as proteinas estdo presentes na seguinte propor¢do: 52%
de albumina, 43% de globulinas e 5% de glutelinas. Sabe-se que as proteinas estdo vinculadas ao
aroma e sabor do chocolate (Voigt et al., 1993) devido a acentuada protedlise das vicilinas
(globulinas tipo vicilinas) durante a fermentacdo das sementes. Em 1995,Voigt et al.
demonstraram que os precursores especificos do aroma estdo ligados a vicilina 7S. Um fato
relevante ¢ que a totalidade das globulinas das sementes possuem apenas legumina ou leguminas
e vicilinas. 7. cacao apresenta apenas vicilinas. Ao MO, a proteina ocupa a por¢ao central da
célula (Figura 2 B, B;, B,). Durante o processo de sintese, o vactiolo central por autofagia foi
internalizando a proteina de reserva. Demonstra-se a0 MET a presenga das proteinas no vacuolo
central das células de sementes jovens (Figura 6 A, B, C). As Figuras 7A e B apresentam as
proteinas de reserva entremeadas com os globulos de lipideos e alguns grdos de amido; esta
associacgdo ¢ constante para as quatro espécies estudadas.

Ao MEV (Figuras 4 e 5) as criofraturas mostram a rede protéica exibindo os numerosos

orificios que indicam a retirada dos lipideos.
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Carboidratos

As quantidades de carboidratos expressos na Tabela 2 referem-se sobretudo a constituicao
da parede celular porque amido ndo € reserva importante nestas espécies. As Figuras 3D e E
demonstram que 6 a 8 pequenos graos de amido ocupam uma pequena area dentro das células.
Lenci (2002) obteve 12 grandes graos de amido, em média, preenchendo 80% da superficie
celular de T. microcarpum, fato que nao ocorre em 7. cacao, T. grandiflorum, T. subincanum e T.
bicolor.

Existe uma relacdo entre sintese de amido e a presenga de plastoglobulos dentro dos
leucoplastos com graos de amido (Smith et al., 2000). As Figuras 7B e C mostram varios
leucoplastos contendo corpos densos. Estes corpos sdo plastoglobulos cujo contetido demonstrou-

se analogo aos depositos iniciais de polifendis nas células.

Polifenodis
As células polifendlicas estdo dispersas entre as células do mesofilo cotiledonar e também
circundam feixes vasculares em 7. grandiflorum e T. subincanum como ocorre em 7. cacao

(Martini et al., 2004). Em T. bicolor, que possui a menor quantidade de polifenolicos, as células

polifenolicas localizam-se apenas ao redor do feixe vascular.
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Figura 1 Frutos e suas sementes. Os cotilédones redobrados e compactados sao caracteristicas do
género. A diversidade de forma do fruto ¢ freqiiente dentro do Theobroma: A — Ay T.

grandiflorum. B — By T. subincanum. C — Cy T. bicolor. D — Dy T. cacao. (A1, By, Cy, D;: Barra =
10mm).
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Figura 2 MO dos cotilédones. T. bicolor:A, A, A,, a fresco sem colora¢do. A (Barra = 10mm) o
cotilédone redobrado estd entremeado por um tecido transliicido. A; (barra = 10um) este tecido
transliicido ¢ indiferenciado e atua como eixo suspensor da semente. A, (barra = 10um) o
cotilédone apresenta substincias de reserva. 7. grandiflorum: B, B,, B,, reacdo ao A T, pH8 B
(barra = 50um) o mesofilo tem células com sintese proteica circundada por globulos de lipides;
entre as duas epidermes escorre a mucilagem. B; (barra = 10um) as células da epiderme e o
tricoma sintetizam um pouco de todas as reservas: lipides, proteinas, polifendis e mucilagem. B,
(barra = 10um) mesofilo de semente madura; as células polifendlicas sdo metacromaticas (verde).
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Figura 3 MO dos cotilédones: lipides e amido. A T. grandiflorum a fresco com Nile red sob
fluorescéncia: os lipides, fluorescentes (amarelo) coalesceram em corpos maiores. B 7. bicolor,
idem técnica acima: as células estdo individualizadas e os lipides embora coalescidos estao dentro
das células. C T. subincanum, idem técnica acima: os globulos de lipides apresentaram rapida
coalescéncia. D T. subincanum, pos fixacao e coloracdo pelo PAS o tamanho e a quantidade do
amido sdo pequenos. E T. grandiflorum, técnica idem; o amido estd também em pequena
quantidade. (Barras = 50um).
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Figura 4. MEV: proteinas. As proteinas destes teobromas estdo em rede tridimensional
constituida por filamentos rendilhados. A 7. grandiflorum, a esquerda cel. fechadas e a direita a
proteina estd exposta pela criofratura. B 7. subincanum, exposi¢ao também parcial do conteudo
proteico das células.(Barras = 10um)
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Figura 5. MEV: proteinas. A T. bicolor (Barra = 20um), a criofratura demonstra a rede proteica
na sua face adjacente a parede celular; os orificios abrigaram globulos lipidicos extraidos com
acetona durante a preparacao. B T. cacao (Barra = 10um ), a distribui¢do ¢ também ampla dentro
das células sendo similar nas quatro espécies.
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Figura 6. MET: mesofilo imaturo de 7. cacao. O mes6filo demonstra a evolugdo concomitante
das reservas. A (barra = 10um), na cel. imatura ja estdo presentes trés globulos de polifendis. O
citoplasma periférico esta demarcado. A seta indica o complexo de Golgi. B (barra = 4um), todas
as reservas presentes estdo em estado incipiente. C (barra = 1um), o citoplasma abriga varios
glébulos lipidicos e seis plastideos contendo plastoglobulos (/ ).
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Figura 7. MET: reservas lipidicas e protéicas em 7. cacao, T. subincanum e T. bicolor (/ ).
Estas sinteses sdo concomitantes; ¢ constante a interrelagdo dos lipides com a rede proteica. A 7.
cacao (barra = 1um), a reserva protéica destas células maduras ¢ densa. Plasmodesmos estiao
configurados ({). B T subincanum (barra = 1um), um plastideo (—) abriga trés granulos integros
e um granulo que perdeu a parte central; C T. bicolor (barra = 2um), célula madura de reservas
lipide-protéicas; dois espagos que continham (—) granulo de amido.
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CONCLUSOES

A distribui¢do das reservas no mesofilo aproximam 7. grandiflorum a T. subincanum. A
maior quantidade de proteinas esta em 7. bicolor. H4 porém menor quantidade de lipideos e as
células polifendlicas sdo escassas em 7. bicolor; ndo obstante seu mesofilo ¢ semelhante a 7.
cacao.

A quantidade de polifendis ¢ um elemento distintivo na aparéncia macroscopica das
sementes.

As células do mesofilo cotiledonar de 7. grandiflorum, T. subincanum e T. bicolor

apresentam semelhangas morfoldgicas entre si e com 7.cacao, o representante do género.
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CAPITULO 3
AS CELULAS POLIFENOLICAS E AS SUAS INTER-RELACOES COM
AS CELULAS COTILEDONARES EM ESPECIES DE Theobroma

Martini, M. H.I; Lenci, C. G.2; Tavares, D. Q.2

ABSTRACT

This study determined the polyphenolic content and showed the polyphenolic cells in the
mesophyll of the cotyledon of 7. cacao L., T. obovatum Klotzsch ex Bernoulli., 7. grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) Schum., 7. subincanum Mart., T. microcarpum Mart., T. bicolor H & B and
T. speciosum Willd. ex Spreng, analyzing the development of the idioblasts. The total
polyphenolic content was determined by spectrophotometry. The following mean results were
obtained in mg/g polyphenols: 97.5 for T. cacao, 55.2 for T. subincanum, 51.0 for T. obovatum,
42.7 for T. grandiflorum, 26.8 for T. microcarpum, 5.0 for T. bicolor and 3.2 for T. speciosum.
As observed in MO, the polyphenolic cells were arranged perpendicular to the edge of the
mesophyll near the epidermis in 7. cacao and T. grandiflorum and in all the species studied were
associated with the vascular bundles. In 7. bicolor and T. speciosum the phenolic cells were only
located around the vascular bundles. Using SEM the polyphenols appeared as 40 um long bags

(T. cacao) or as vesicles with diameters from 3 to 20 um (7. cacao). Leakage from the phenolic
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bodies was frequently observed, the contents being found adhered to the cell wall, as could be
seen under SEM. Using TEM, intraplastid bodies with density and aspects similar to the

polyphenols were seen.

RESUMO

Este estudo determina a quantidade de polifenois totais, apresenta as células polifendlicas
do mesofilo cotiledonar de T.cacao, T. grandiflorum, T. subincanum, T. obovatumm, T.
microcarpum, T. bicolor e T. speciosum e analisa o desenvolvimento destes idioblastos. A
quantidade de polifenois totais foi determinada por espectrofotometria. Os resultados mostram as
seguintes médias em mg/g de polifendis: 97,5 em T. cacao, 55,2 em T. subincanum, 51,0 em T.
obovatum, 42,7 em T. grandiflorum, 26,8 em T. microcarpum, 5,0 em T. bicolor e 3,2 em T.
speciosum. As células polifendlicas observadas ao MO dispdem-se perpendicularmente a borda
do mesofilo proximo a epiderme em 7. cacao e T. grandiflorum e em todas as espécies associam-
se com o feixe vascular. Em 7. bicolor e T. speciosum as células polifenolicas localizam-se
somente na regido do feixe vascular. Ao MEV os polifendis estdo delimitados como sacos de
40um de comprimento (7. cacao) ou como vesiculas de 3 a 20um de diametro (7. cacao). Ocorre
com freqiiéncia o extravasamento do corpo fendlico e o contetido aparece aderido a parede
celular, caracteristica demonstrada através da MEV. Em T. subincanum corpos intraplastidios

com densidade e aspecto semelhante aos polifendis foram observados ao MET.
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INTRODUGAO

Os polifenois de vegetais sdo derivados do metabolismo da glicose através das vias acetato
e shikimato. No mesofilo cotiledonar do género Theobroma as células polifendlicas, ou seja,
idioblastos, caracterizam-se pelo grande vacutolo translicido, e em algumas espécies, como 7.
cacao ¢ T. grandiflorum por coloracdes rubras (Zobel, 1986; Kuras et al.,1999; Lenci, 2002). Sao
conhecidos mais de 8000 compostos fenolicos (Bravo, 1998). A diversidade estd aliada a
diversidade funcional que se inicia com a formagdo da parede da célula indo até a protegdo ao
estresse biotico e abiodtico dos vegetais (Zaprometov, 1992; Hutzler et al., 1998).

Os polifenois estdo na epiderme e subepiderme de folhas, raizes e tecido cotiledonar de
reserva das sementes de 7. cacao (Biehl et al., 1977; Jalal & Collin, 1977).

Os polifendis das sementes de 7. cacao conferem, junto aos elementos de reserva, sabor e
cor ao chocolate (Porter et al., 1991) e representam 12 a 20% da massa de sementes secas e
desengorduradas (Kim & Keeney, 1984; Wollgast & Anklam, 2000). A descricdo morfologica
das células polifendlicas apresentadas neste artigo s6 foram possiveis pela reunido de técnicas
histoquimicas a0 MO e a evidéncia das organelas reveladas especialmente ao MEV e
confirmadas ao MET. Quanto a constituicdo quimica dos polifendis sobretudo de 7. cacao foram
bem estudadas por Jalal & Collin (1977), Kim & Keeney (1984), Porter et al. (1991) e Wollgast
& Anklam (2000).

O presente trabalho apresenta células polifenolicas do mesofilo cotiledonar de sete espécies

do género Theobroma e analisa o desenvolvimento destes idioblastos.
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MATERIAL E METODOS

Material

Sementes de T.cacao, T. grandiflorum, T. subincanum, T. obovatumm, T. microcarpum, T.
bicolor e T. speciosum foram obtidas de frutos provenientes das colecdes da Comissao Executiva
do Plano Cacaueiro (CEPLAC- Marituba- PA e CEPLAC- Itabuna- BA).

Os frutos foram divididos em dois grupos de acordo com a origem:

Grupo 1 (Gl). T. cacao, T. obovatum, T. speciosum e T. microcarpum (frutos maduros
recebidos da CEPLAC- Marituba, PA; em marco de 2001);

Grupo 2 (G2). T. cacao, T. grandiflorum, T.subincanum e T. bicolor (frutos maduros

recebidos da CEPLAC- Itabuna, BA; em novembro de 2001);

Métodos
Determinacéao de polifendis

Utilizou-se 50mg de amostra liofilizada e desengordurada; adicionou-se 15ml de solugao
aquosa de acetona a 70% e centrifugou-se a 3200 xg/20min a 4°C. As aliquotas de 0,5ml
acrescentaram-se 60ml de agua destilada, 15ml de carbonato de sédio anidro a 20% e Sml de
Folin Ciocalteu e mantidas a 20°C por 2 horas. A determinagdo colorimétrica foi efetuada em
espectrofotometro em 760nm de comprimento de onda e expressos a partir de uma curva padrao

de acido galico variando entre 5 a 750mg/l (Marigo, 1973).
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Microscopia Optica (MO)

Os cotilédones foram seccionados a fresco para andlise prévia do tecido e utilizou-se
Rodamina B e Azul cresil brilhante. Ao mesmo tempo outras se¢des de 2mm® foram fixadas em
2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido (v/v) acrescido de 3% de sacarose em tampao
cacodilato de s6dio 0,IM pH 7,3 (120h a 5°C). O tecido foi desidratado a seguir em solugdes
crescentes de etanol e incluidas em historesina GMA (glicolmetacrilato). Cortes de 1 a 3p foram
corados com:

a) Azul de toluidina 0,025% pH 4,0 em tampao Mcllvaine (15 minutos) e lavados em agua
destilada (Vidal, 1977) e Azul de Toluidina 0,5% em boérax 5%, pH 8,0 (O’Brien & Mc
Cully, 1981).

b) Azul de toluidina 0,05% em 4agua destilada durante 5 minutos e pods tratados com iodeto
de potéssio (Lugol) diluido em agua destilada 1:3 (v/v) durante 30 segundos, a seguir
foram lavados com agua destilada (Gutmann, 1995).

Amostras do grupo 1 foram fixadas em FAA (Johansen, 1940) solucdo de etanol 50%:
acido acético: formaldeido 40%; 90:5:5 (v:v). Tempo de fixacdo, desidratacdo e inclusdo em

GMA seguiram os mesmos procedimentos descritos acima.

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Segdes entre 1 a Smm’ foram fixados em solugio de glutaraldeido 5% em tampdo
cacodilato de s6dio 0.1M, pH 7,3 (120h a 6°C), pos-fixadas em solugdo a 1% de tetroxido de
O0smio e tampao cacodilato de sddio 0.1M, pH 7,3 durante 18h (Bechtel, 1983). A seguir foram
desidratadas em solugdes crescentes de etanol, levadas ao nitrogénio liquido e procedida a

criofratura. A seguir foram imersas em acetona (2h) para extragao do o6leo e levadas a secagem
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em aparelho de ponto critico de CO,. Colocadas sobre suportes metalicos, as amostras foram
recobertas de ouro/palddio (Haddad et al., 1998) e micrografadas ao MEV marca JEOL JSM-

5800LV sob aceleragdo de 10KV e 15KV.

Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Secoes de 2mm’® de tecido cotiledonar foram fixadas em glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% (v/v) com adi¢do de sacarose a 3% em tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH
7,3 por 90 horas a 5°C. O material foi entdo pos fixado durante 18h em solugdo 1% tetroxido de
6smio e tampao cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,3. A seguir o material foi colocado em acetato de
uranila 0,5% (16h) e desidratado em concentragdes crescentes de etanol. Cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo e examinados ao microscopio

eletronico de transmissdo LEO 906 (Haddad et al., 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os cortes manuais do tecido fresco revelaram os locais das células polifenodlicas no
mesofilo e suas associagdes com o sistema vascular, especialmente os da radicula.

As células polifendlicas de 7. cacao apresentam coloragdo propria (Figura 1A). Em cortes a
fresco destacam-se por apresentar grande volume celular e aspecto hialino (Figuras 1B,C). Em T.
grandiflorum e T. subincanum ocorrem cristais refringentes agrupados na epiderme, mesofilo e
radicula (Figuras 1D,I). Nota-se a auséncia de antocianinas em 7. obovatum e as células
polifendlicas foram realgadas pela utilizagdo de filtro amarelo (Figura 1E). Os idioblastos da
radicula, acompanham o sistema vascular e o parénquima adjacente aos corddes procambiais

(Figura 1F). O conjunto de células polifenolicas préoximas da epiderme dispoem-se
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perpendicularmente a borda do mesofilo em 7. cacao e T. grandiflorum (Figura 1A,G). Pequenos
vacuolos de polifenois sdo observados em pélos epidérmicos de 7. subincanum (Figura 1H)
sendo uma caracteristica da epiderme apresentar algumas reservas lipidicas, protéicas e amido.

A metacromasia das células polifenolicas ao azul de toluidina é evidenciada quando as
secdes foram pos-tratadas com lodeto de Potassio (Figura 2). A fixagdo com FAA preservou os
polissacarideos acidicos (mucilagem) que participam da parede celular primaria, do vacuolo
central, do mesofilo e da epiderme. A mucilagem est4d evidente (Figura 2) entre as dobras dos
cotilédones de 7. grandiflorum. Ocorre a metacromasia do azul esverdeado ao amarelo, com azul
de toluidina (pH 8,0 e pH 4,0) em T. grandiflorum, T. obovatum, T. subincanum, T. microcarpum
e T. cacao (Figura 3).

Ocorre também em 7. bicolor e T. speciosum a constante associagdo das células
polifendlicas apenas com o feixe vascular do mesofilo em detrimento de células polifendlicas
espalhadas pelo mesofilo, como ocorre nas outras cinco espécies. Em varias espécies do género o
mesofilo expande-se, redobra-se, porém tem espessura abaixo de 1mm (exemplo: 7. cacao e T.
grandiflorum). O sistema vascular ¢ relativamente pequeno e na semente madura o mesofilo tem
caracteristicamente poucas e isoladas células polifenolicas em 7. microcarpum ou estdo ausentes
em 7. bicolor e T. speciosum (Figura 3 F, D, E). De fato, pela Tabela 1 observa-se que T.
microcarpum, T.bicolor e T. speciosum apresentam pequena quantidade de polifendis em relagdo
as demais espécies estudadas. Em 7. speciosum (Figura 3E), observa-se no mesofilo grandes
cavidades lisigenas, preenchidas por mucilagem. A formacdo das cavidades ocorre pela
permeacao das paredes celulares a mucilagem. Martini et al.(2003) demonstram que a cavidade

de mucilagem contém porgdes polifenolicas em 7. speciosum.
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observados sob luz polarizada: A T. cacao (Barra = 100um): numerosas cel. polifenol. associadas
mostram sua propria coloracdo verm. (¥'). B 7. obovatum (rodamina B, Barra = 50um): cel. polifenol.
(M) retém a rodamina devido a presenca de pectinas. O halo rosa da parede das cel. demonstram
também pectina; os globulos de gordura (') ndo se coram. C 7. subincanum (azul cresil brilh., Barra
= 50um): com o cresil as cel. polifenol. integras tornam-se verdes (x'). O polifenol extravasado e
oxidado ¢ metacromatico (). D T. grandiflorum (luz polarizada, Barra = 50um): cristais refringentes
na epiderme e radicula. E 7. obovatum (filtro amarelo, Barra 50um): as cel. polifenol. sdo
descoloridas por auséncia de antocianinas. F 7. subincanum (Rodamina B, Barra = 100um): a
radicula e o parenq. adjacente tém muitas cel. polifenol. G 7. grandiflorum (Rodamina B, Barra =
50um): as cel. polifenol. do mesofilo tem orientacdo semelhante as de 7. cacao. H T. subincanum
(luz polarizada, Barra = 5um): a epiderme possui tricomas que produzem pequenas quantidades de
6leo, amido e polifenois; o dleo esta refringente. I 7. subincanum (luz polarizada, Barra = 2,5um): os
cristais refringentes ocorrem nas radiculas, mesofilo e epiderme; alguns cristais sdo granulos de
amido, as manchas purpuras sao cel. polifenol. subjacentes.
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Figura 2. T. grandiflorum (Azul de Toluidina e I/KI, Barra = 50um). As cel. polifenolicas (F)
sdo metacromaticas (verde/amarela) e estdo acompanhando o feixe vascular ou espalhadas pelo
mesofilo. A fixagdo com FAA conservou os polissacarides (mucilagem) da parede celular
primaria, e de seus vacuolos centrais. Toda coloracdo castanha demonstra os polissacarides
acidicos da mucilagem, a qual aparece exudada ap6s a epiderme. Os granulos (0—) de amido sdo
escassos e as goticulas de dleo revestem a superficie interna das células.
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Figura 3 Células polifenolicas das sete spp de Theobroma (Azul de Toluidina pH4 e pHS). Ocorre
metacromasia destas células as quais coram-se do azul-esverdeado ao amarelo. E freqiiente que a
preparacdo para a MO resulte em perda de polissacarideos soluveis o que fragmenta o conteudo
polifenolico: A T. grandiflorum (Barra = 50um). B 7. obovatum (Barra = 100um). C T. subincanum
(Barra = 50um). Nestas trés espécies os cotilédones sdo muito delgados, por ex., obovatum (B) e
subincanum (C) possuem de 12 a 18 camadas de células entre as duas barras de epiderme (<->) D T.
bicolor (Barra = 100um): suas cel. polifenol. estdo sempre vicinais aos feixes vasculares (x). E T.
speciosum (Barra 50um): as cel. polifenol. tem a mesma distribui¢do encontrada em 7. bicolor. Uma
diferenca marcante de T. speciosum sdo suas cavidades de mucilagem (M) no mesofilo. F T. microcarpum
(Barra = 50um): setas indicam células polifendlicas. G T. cacao (Barra = 50um): seta indica provavel
fusdo de 3 a 4 células polifendlicas.
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Tabela 1. Quantidade de polifendis em base seca e desengordurada dos cotilédones de sete

espécies de Theobroma (9 amostras)

Amostras Polifenéis? (mg/g)
T. subincanum (G2) 55,2+2,8
T.obovatum (G1) 51,0+ 5,0
T.grandiflorum (G2) 42,7+ 2,3
T.microcarpum (G2) 26,8 + 1,1
T.bicolor (G2) 50+1,2
T.speciosum (G1) 32+0,5
"""""""""""" Tcacao(t) 827462
T.cacao (G2) 77,2+6,0
T.cacao (G2) 132,7+7,5

* Valores: média * desvio padrdo. Os indices G1 e G2 referem-se a procedéncia, vide Material e Métodos.

Quando analisadas ao MEV as células polifendlicas demonstram melhor a citoarquitetura e
suas relagdes vicinais com o citosol. Ocorre com freqiiéncia, que o contetido polifenolico aparega
como um saco de 40um em média de comprimento, ou como vesiculas de 3 a 20 um de didmetro
(medidas em 7. cacao). Em ambos os casos, a estrutura polifenolica é revestida por evidente
membrana (Figura 4) a qual se pode atribuir constituicdo pectinica semelhante & membrana que
reveste as cavidades de mucilagem que ocorrem na testa de sementes de Theobroma ou no
mesofilo de T. speciosum (Martini et al., 2003).

A tendéncia das células polifenolicas no mesofilo ¢ constituirem fileiras ao formarem-se em
diregdo a borda ou ao feixe vascular. Em 7. cacao, dependendo do varietal e do grau de
maturagdo, as células polifendlicas estdo individualizadas (Figura 4C) mas ¢ freqliente que
associem-se em um s6 conteudo. As correlagdes dos tecidos a fresco e a0 MEV mostram que no
tecido fresco as células ainda integras dissociam-se sob pequena pressio em 7. cacao, T.

grandiflorum, T. bicolor, T. subincanum e T. obovatum. Os tecidos cotiledonares apresentaram-se
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coesos e continham muito amido em 7. microcarpum e T. speciosum. As criofraturas dos
cotilédones das cinco espécies acima demonstraram a mesma ligagdo frouxa entre as células
(Figuras 4E e F).

Células polifendlicas, assim como outras do mesofilo, sintetizam mucilagem, embora com
menor intensidade depois que se definiram como idioblastos. E aparente a evasio da mucilagem
para o espago intercelular. A Figura 4(E e F), demonstra que, em E, a mucilagem localizada na
periferia da célula deixa os espagos entre a massa de reservas e a parede celular.

Células cotiledonares possuem poros de ligagdo intercelulares e tdo freqilientes que confere
aparéncia de peneira de aberturas circulares (leguminosas). Em Theobroma, nas cinco espécies
com células de baixa coesdo os septos indicam pela aparente plasticidade mucilagem extracelular
(Figura 4 F).

No presente trabalho, sob MET, foi possivel observar o desenvolvimento da célula
polifendlica: a célula jovem, isto ¢, quando a area ocupada pelo vactolo central ¢ grande e as
sinteses proteicas estdo incipientes, aparecem diminutos corpos, aparentemente intraplastideos
contendo depdsitos fendlicos (Figuras SA e B).

A Figura 5C apresenta uma célula polifendlica de semente madura. Neste estagio, o
depdsito polifendlico ocupa todo o volume celular, como se demonstrou ao MO. Durante a
preparacdo do tecido para estudo ao MEV e MET ocorre vesiculagdo e perda parcial do material
polifenolico. As vesiculas remanescentes permanecem junto a parede celular (Figuras 4B e 5C).

Quanto a organela que sintetiza o corpo fenolico, a tendéncia atual é considera-lo oriundo
do reticulo endoplasmatico. Entretanto Riihl & Biehl (1989) e Riihl & Dambroth (1989) mostram
varios “corpos intraplastidios” com densidade e aspecto homogéneo idéntico ao que se apresenta
na Figura 5B. Ocorre também um par de vesiculas fendlicas rodeadas por evidente dupla

membrana, sugerindo serem plastidios.
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Figura 4. MEV: Célula polifendlica e sua inter-relagdo com mucilagem: A 7. cacao (Barra =
10um); seta aponta cel. polifenol, conteudo unilocular. B 7. microcarpum (Barra =10um), a
célula (F) apresenta conteudo polifenol multivesiculoso. C 7. cacao (Barra = 10um) trés fileiras
de células polifenol. (<=) onde o contetido foi retirado; o interior da célula mostra camada
protéica. D T. cacao (Barra = 10um): duas cél. polifenol. vicinais exibem fragmentos vesiculosos
de polifenois (/). A proteina (P) tem aspecto rendado porque envolve globulos (ausentes) de
gordura. E T. bicolor (Barra = 10um) evidéncias de mucilagem que atravessam a parede celular.
F T. obovatum (Barra = 10um) septos elasticos (V&) de ligacdo entre as células, os
plasmodesmos estdo evidenciados por setas. FotoD cortesia Lenci (2002)
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Figura 5. Corpos polifendlicos no mesofilo cotiledonar A 7. cacao (Barra = 1um) inicio de
polifendlicos nos idioblastos do mesofilo e o caracteristico vacuolo central (V) de célula jovem.
B T. subincanum (Barra = lum): trés “corpos intraplastidios” (H) com densidade e aspecto
homogéneo. C T. cacao (Barra = 2um) apresenta vesiculas de polifendis aderidas ao interior da
parede celular (&). D T. speciosum (Barra = 1um): reservas caracteristicas de mesofilo onde
proteinas (P) predominam sobre as outras reservas; globulos lipidicos (L) estdo na borda interna
das células; provaveis oleosinas circundam estes globulos.
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Na regido do citosol encontra-se ainda o aparelho de Golgi, empenhado na produ¢do de
polissacarideos acidicos com residuos de galactose e rhamnose, ou mesmos glicosideos da
pectina e de polifendis. A Figura 5D mostra uma célula onde ndo ocorrem polifendis, o vacuolo
central apresenta extensa reserva protéica a qual agregam-se os globulos lipidicos em suas

bordas.

CONCLUSAO

A quantidade de polifendis (mg/g de sementes desengorduradas) variou dentro da mesma
espécie, mas foi evidente que 7. cacao, T. obovatum, T. grandiflorum, T. subincanum
destacaram-se pela quantidade de polifendis em relagdo a 7. microcarpum, T. bicolor e T.

speciosum.

Os idioblastos sdo detectaveis a fresco devido ao conteudo hialino (7. obovatum e T.
subincanum) ou por sua propria coloracdo (7. cacao). Ao MO foram demonstraveis as relagdes
com os feixes vasculares. Ao MEV observou-se a existéncia de uma membrana envoltoria que
isola a secrecdo polifendlica na célula madura. Ao MET, em 7. cacao demonstrou-se o
desenvolvimento dos corpos polifenodlicos. O aparecimento de corpos contendo polifendis ocorre
na célula ainda em desenvolvimento, ou seja quando os primeiros globulos lipidicos estdo em
formagdo. Sugere-se que a origem destes corpos fenolicos € intra-plastideo. As células
polifendlicas maduras revelaram, ao MEV, que seu citoplasma permanece organizado e portanto

ativo.
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Abstract

Theobroma speciosum belongs to the
Oreanthes section. The main characteristic of the
cotyledonary tissue of 7. speciosum is the large
number of dispersed mucilage pockets. The
histochemistry and morphology of its cotiledon
and mucilage pockets were studied. The intrinsic
metabolism of acid polysaccharides of a pectic
nature and protein is described already [17] to
control mucilage synthesis in the cells, a
common feature in the first steps of phenol
synthesis. The morphology of the cells around
the mucilage pockets was not disturbed. The
sections of fresh  cotiledonary tissue
demonstrated loosely arranged cells and the
gradual expansion of the mucilage took
advantage of the spaces among the cells. There
was no evidence of lysigenous activity.

Keywords: Theobroma, ultrastructure,
mucilage, seed, morphology.

Introduction

Theobroma speciosum (cacaui) is one of the 22
species of the genus Theobroma and belongs to the section
Oreanthes [7]. Its geographical distribution extends
throughout regions of Brazil, Bolivia and Peru.

Studies of the phylogenetic relations between the
sections of the genus Theobroma have shown great
affinity between the species of the sections Theobroma (7.
cacao) and Oreanthes (7. speciosum and T. sylvestre) [15].
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Few studies exist on the structural characterisation of
seeds of the genus Theobroma, with the exception of
cocoa, for which the morphological characteristics of the
mature, germinated and fermented seeds have been
described [2, 3; 14].

An analysis of the total proteins of the seeds, as well
as of the fatty acid and triacylglycerol profiles, was
effected for wild Theobroma species, including T.
speciosum, which presented a fatty acid composition
closest to that of cocoa [15].

T. speciosum, like other Theobroma, belongs to the
order Malvales, and stands out amongst the dicotyledons
for possessing mucilage cells or cavities, which are
secretory elements [1]. Studies of the Malvaceae family
have demonstrated the presence of mucilage cells, cavities
or ducts in various structures of many species of these
trees [13].

In Theobroma cacao, lysigenous cavities filled
with mucilaginous substances occur in the roots, stem,
flowers and leaves [5] but have not been described in the
seeds.

Mucilage, a high molecular weight, water-soluble
polysaccharide, containing more than 30,000 different
sugars, is common in higher plants [12]. In most cases its
physiological function is uncertain; it may serve as reserve
substances or contribute to the moisture balance and/or
resistance to drying out ([8]. Pectin, an acidic
polysaccharide, is the main component of mucilage [17].

The present study characterized the cotyledonary
cells histochemically and studied the distribution of
mucilage pockets within the cotyledonary tissue. An
attempt was made to ascertain the origin of the pockets as
either lisigenous activity or some other arrangement of the
cells.
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Materials and Methods

The seeds of T. speciosum were obtained from fruits
donated by CPATU-EMBRAPA, Belém/ Para, Brazil, and
CEPLAC-Marituba/Par4, Brazil.

Light microscopy

Approximately 2mm’ sections of cotyledon were
fixed in 2% glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde (V/V)
with the addition of 3% sucrose in 0.1M phosphate buffer,
pH 7.2 according to Souza [16]. The tissue was
dehydrated in a series of graded ethanol solutions of
increasing concentration and mounted in the historesin
GMA (glycol-methacrylate). 2um thick sections, were
stained with Toluidine Blue at pH 8.0 and pH 4.0,
Ruthenium Red (0.02%) and Periodic Acid-Schiff [9].
Naphthol Blue Black showed the proteinaceous nature of
the cytosol [11]. The stained sections were examined
under a JENAVAL-ZEISS optical microscope.

Electron microscopy

Two types of preparation were performed. In the first
preparation, for scanning electron microscopy (SEM), the
cotyledon sections were fixed in 3% glutaraldehyde in
0.IM phosphate buffer, pH 7.3 (24h), post-fixed in 1%
osmium tetroxide (24h) and dehydrated in ethyl alcohol
solutions of increasing concentration, then submitted to an
oil extraction step with acetone (2h) before drying in a
CO, critical point apparatus. Coating with gold was
effected in a sputter coater [16]. The microscopic
observation was carried out with an acceleration of 10kV
in a JEOL JSM — 5800 LV scanning electron microscope.

In the second preparation, for transmission electron
microscopy (TEM), sections about Imm’ of cotyledon
were prepared as described by Souza [16]. The sections
were fixed in 2% glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde
(V/V) with the addition of 3% sucrose in 0,1M phosphate
buffer, pH 7,2, post-fixed in 1% osmium tetroxide in the
same buffer, dehydrated in a graded series of ethanol and
embedded in epoxy resin (EPON). Ultra-thin sections
were cut and stained with 5% uranyl acetate and lead
citrate, and examined with a LEO 906 transmission
electron microscope.

Results and Discussion

Theobroma genus has compactly folded cotyledons
where the leaf structure remains preserved. There are two
kinds of secretory cells in the genus, the phenolic cell and
the mucilage cell. 7. speciosum displays phenolic cells
along the vascular system as far as the terminal portion of
its xylem and phloem (Figure 1).

The mucilage cells are ubiquitous throughout the
cotyledon, but are not easily recognizable. When the
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cotyledonary cells are mature, the starch has already been
synthesized as has the oil reserve. Myriad lipid droplets
cover the internal surface of the cotyledonary cells (Figure
1) and every one has starch granules (Figure 5). The
remaining space is filled with cytosol, which shows a
proteinaceous composition, being Naphthol Blue Black
positive (Figure 2), as well as carbohydrate components
that are faintly metachromatic under Toluidine Blue
staining at pH 8,0.

The present authors agree with Bouchet ef al. [4]
about the metabolic evolution of cotiledonary cells. These
cells have a first metabolic stage producing their reserves,
starch and oil in this case. Secondarily, some indistinct
cells start to secret mucilage inside the cytosol.

This secretion accumulates initially as vesicles, which
are gradually pushed to the outside of the plasmatic
membrane by exocytosis [17].

Figure 1. Theobroma speciosum, light microscopy. Toluidine
Blue pH 8.0 staining. The phenolic cells (arrows) are
surrounding a vascular system (V). M, mucilage pocket. (mag.
X340).

Figure 2. Theobroma speciosum. Light microscopy. Staining
with Naphthol Blue Black to demonstrate proteins (mag. X540).
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Figure 3 Theobroma speciosum. Light microscopy. Mucilage
stained with Ruthenium Red (mag. X210).

Below the pectic-cellulosic wall, that is, still inside
the cell, the mucilage continues absorbing more water and
enlarges enormously, compressing the internal organelles
of the cell until inhibiting their own cellular function. One
peculiarity must be described: the cotyledonary cells are
merely adjoining (Figure 4), leaving spaces between
themselves. This becomes evident when the fresh tissue is
cut and observed under the optical microscopy - the cells
are easily detached under finger pressure and the mucilage
escapes from the pockets and flows around the vicinal
cells.

Figure 4. Theobroma speciosum. Light microscopy. These
spaces (=») will be filled with mucilage. Stained with Toluidine
Blue pH 8.0 . M, mucilage pocket (mag. X1500).

Fixation and staining conferred an aspect of
undulating mass on the mucilage. Metachromasy was
evident with Toluidine Blue, staining violet at pH 8.0 and
pink at pH 4.0.

The mucilage showed affinity for the Ruthenium Red
dye (Figure 3), confirming the presence of pectic
substances [6; 9].
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Figure 5. Theobroma speciosum.
positive neutral polysaccharides: starch and cellulose. M, PAS-
negative mucilage (mag. X540).

Light microscopy; PAS

The mucilage showed no reaction under PAS (Figure
5); the positive reaction was evident for the starch grains
after PAS treatment. The Figure 5 also demonstrates that
the vicinal cells to mucilage pocket are not compressed.

Transmission electron microscopy (TEM) showed
empty oil vesicles (Figure 6). The present authors could
not confirm the existence of membrane vesicles, and
record that the lack of oleosins in oil bodies of 7. cocoa is
well accepted [10]. With respect to the cytosol, its proteins
are dispersed due to mucilage synthesis. Figure 7 shows
more than five dense protein bodies displaying
heterogeneous electron density.

Figure 8 under scanning electron microscopy, shows
two empty pockets of mucilage. This figure also reveals
the spaces between the tissue cells. The cotyledon cells
are exposed by the partial absence of the epidermis layer
and demonstrate that they are only pushed together,
without the characteristic continuity of a tissue. This
arrangement of the cotyledon cells probably allows for the
expansion of the mucilage pockets.

\ e -
W ki e e
SRWENE €04 S IR S S o
Figure 6. Theobroma speciosum. Transmission electron

microscopy. Oil bodies (arrows) near the cell surface (mag.
X9600).
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Figure 7. Theobroma speciosum. Transmission electron
microscopy. The protein  bodies (arrows) display
heterogeneous electron density and shapes. (mag. X11600).

Figure 9 shows a large, almost intact mucilage
pocket; the fibrils around the pocket are mucilaginous
fibrils released during the preparation of the sample. The
fibrilar nature of the mucilage was already apparent inside
its pocket and after being released under light microscopy.
Actually, in this figure a viscous and perhaps resilient
external membrane was formed.

sPecG3

Figure 8. Theobroma speciosum. Scanning electron
microscopy of the cotyledon of T. speciosum showing two
empty mucilaginous spaces (arrows). 10kV. C, cotiledonary
cells.
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sPecG3 18kV  SBum
Figure 9. Theobroma speciosum. Scanning electron
microscopy. Mucilage pocket between cotyledon parenchyma

cells. 10kV.

Conclusions

Mucilage cells of Theobroma speciosum are very
abundant within the mass of cotyledon tissue. After a
period of oil and starch production, the cells increase the
secretion of acidic polysaccharides, which are
metachromatic to Toluidine Blue. Furthermore, the pectic
constitution was proven by Ruthenium Red staining.
About 10% of the cotyledon will be occupied by mucilage
pockets reaching dimensions, greater than 200 x 100um,
without disruption of the tissue. The phenolic cells, which
are secretory cells, are in closed association with the
vascular system.
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CONCLUSAO GERAL

As células do mesofilo cotiledonar de 7. grandiflorum, T. subincanum e T. bicolor
apresentam semelhangas morfologicas entre si assim como 7.cacao, o representante do género. A

distribuicdo das reservas no mesofilo aproximam 7. grandiflorum a T. subincanum.

A maior quantidade de proteinas estd em 7. bicolor, entretanto esta espécie exibe menor
quantidade de lipideos e de células polifendlicas, as quais estdo presentes apenas associadas ao
sistema vascular. Nao obstante tais diferencas em relacdo as reservas, o seu mesofilo ¢

semelhante a 7. cacao.

A quantidade de polifendis ¢ um elemento distintivo na aparéncia macroscopica das
sementes. Nao ha indicios no mesofilo cotiledonar que possam indicar linha evolutiva entre as

quatro espécies estudadas.

A quantidade de polifenodis (mg/g de sementes) variou dentro de uma mesma espécie; ¢
evidente porém que 7. cacao, T. obovatum, T. grandiflorum, T. subincanum destacam-se pela

maior quantidade de polifenois em relacdo a 7. microcarpum, T. bicolor e T. speciosum.

Os idioblastos sdo detectaveis a fresco devido ao conteudo hialino (7. obovatum e T.
subincanum) ou pela coloracgdo (7. cacao). Ao MO sdo demonstraveis as relagdes com o sistema
vascular e a0 MEV demonstrou-se a existéncia de uma membrana envoltoria que isola a secre¢do

polifendlica na célula madura. Ao MET, em 7. cacao demonstrou-se o desenvolvimento dos
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corpos polifendlicos. As células polifendlicas maduras revelaram ao MEV que seu citoplasma
permanece organizado, e portanto ativo.

As células de mucilagem de Theobroma speciosum sdo abundantes no tecido cotiledonar.
Ap0s a fase inicial de sintese de lipideos e amido prevalecerdo as sinteses de polissacarideos
acidicos metacromdticos ao Azul de Toluidina, cuja constitui¢do péctica ¢ atestada pelo
Ruthenium Red. Cerca de 10% destas células alcangam grandes dimensdes (200 x 100um), sem
rompimento do tecido. As células polifenolicas apresentam as mesmas caracteristicas
histoquimicas mas sua estreita associacdo com a rede vascular direciona seu desenvolvimento

para a sintese de fendis.
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