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RESUMO � (Formação das substâncias de reserva durante o desenvolvimento de sementes de urucum, Bixa orellana
L. - Bixaceae). As sementes de urucum não germinam durante os primeiros estádios de seu desenvolvimento
devido em parte à insuficiência de materiais de reserva. A análise in situ do material de reserva das sementes
revelou que ocorrem principalmente proteínas e amido nas células do endosperma. Durante os estádios iniciais do
desenvolvimento, o formato dos grãos de amido mostrou-se elíptico, devido a menor quantidade de amilose. Du-
rante o desenvolvimento, os grãos tornaram-se mais esféricos devido ao aumento de amilose em relação a
amilopectina. As células do endosperma não possuem corpos protéicos, mas armazenam proteínas. Durante o
desenvolvimento houve acúmulo de proteínas dispersas pelo citoplasma. No estádio final do desenvolvimento, as
proteínas tornaram-se compactadas devido à desidratação das sementes, que faz parte do processo global de maturação
de sementes ortodoxas. A utilização de fluorescência natural revelou a presença de aminoácidos aromáticos no
conteúdo protéico, principalmente triptofano e tirosina. Nestas sementes o conteúdo de matéria seca  alcançou o
máximo quando a semente apresentou cerca de 60% de umidade. Nesta fase a semente apresentou capacidade
germinativa máxima.
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ABSTRACT � (Formation of reserve substances during the development of annatto, Bixa orellana L. - Bixaceae,
seeds). Annatto seeds do not germinate during early stages of their development because of insufficient reserve
substances. In situ analysis showed that the principal reserves are proteins and starch, deposited in endosperm cells.
During the early stages of development, the starch grains were elliptic, because amylose was the minor component.
During development, these grains became more spherical due to an increase in amylose relative to amylopectin.
Endosperm cells do not contain protein bodies, but they accumulate proteins dispersed in the cytoplasm. At the
final stage of development the proteins became compacted due to the dehydration of the seeds wich is part of the
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global process of orthodox seeds maturation. Natural fluorescence revealed aromatic amino acids, principally
tryptophan and tyrosine in the proteins. The seeds reached their maximum dry weight after moisture contents had
declined to around 60%. At this point the seeds presented maximum germination capacity.

Key words � protein, starch, annatto, seeds, maturation, Bixa

Introdução

A idade fisiológica das sementes pode ser
caracterizada adequadamente através de altera-
ções que ocorrem durante o seu desenvolvimen-
to. Para essa determinação, os parâmetros mais
comumente utilizados são baseados na
morfologia interna (Borisjuk et al. 1995), exter-
na e/ou comprimento de frutos e sementes
(Walbot et al. 1972; Adams & Rinne 1981;
Figueiredo & Pereira 1985), no peso fresco e
teor de umidade (Pukittayacamee & Hellum
1988), ou em ambos (Amaral 1990). Segundo
Adams & Rinne (1981), a desidratação impõe o
processo de maturação das sementes. As
flutuações no conteúdo de água, à medida que
ocorre a desidratação, podem causar alterações
no metabolismo das sementes (Rosemberg &
Rinne 1986), na quantidade e qualidade dos seus
RNA mensageiros (Kermode et al. 1989) e no
seu balanço hormonal (Hilhorst & Karssen 1992;
Ni & Bradford 1993; Kepczynski & Kepczynska
1997). A maturidade fisiológica é atingida quan-
do as sementes adquirem sua capacidade
germinativa, mesmo não tendo terminado seu
processo de desenvolvimento e dessecação
(Obendorf et al. 1980; Kermode & Bewley 1986;
Miles et al. 1988). Em urucum (Bixa orellana
L. - Bixaceae), espécie nativa da América Cen-
tral e com importância na indústria alimentícia
e farmacêutica, foram determinados  sete está-
dios no desenvolvimento das sementes (Amaral
1990). Nessa espécie, a partir do estádio deno-
minado E4, as sementes passam a germinar,
mesmo que com tempo médio mais alto do que
nos estádios subseqüentes. Além disso, a partir
do estádio E6, ocorre um aumento da
impermeabilidade do tegumento à água que cul-
mina, no E7, em dormência imposta pelo
tégmen, sendo a partir daí, necessária a

escarificação das sementes para que as mesmas
germinem (Amaral et al. 1995).

O objetivo deste trabalho foi  analisar in
situ o processo de deposição das substâncias de
reserva de sementes em desenvolvimento de
Bixa orellana  L. - Bixaceae.

Material e métodos

Foram utilizadas sementes de Bixa orellana,
classificadas em sete diferentes estádios de de-
senvolvimento (E1 a E7), de acordo com o teor
de umidade, massa fresca e seca, características
morfológicas e capacidade germinativa, segun-
do Amaral (1990). Sementes nos diversos está-
dios de desenvolvimento foram separadas em 3
lotes. O primeiro lote foi fixado em FAA50, du-
rante 24 horas e posteriormente usado para ob-
servação da fluorescência natural de
aminoácidos aromáticos. O segundo lote foi uti-
lizado para a detecção de proteínas, sendo fixa-
do em formaldeído a 4% durante 24h a 5oC, se-
guindo-se várias lavagens em água destilada
durante 15 minutos. Finalmente, o terceiro lote
foi utilizado para detecção de polissacarídeos
neutros, sendo fixado em solução de etanol ab-
soluto e ácido acético glacial 3v/1v por 40 mi-
nutos, seguindo-se várias lavagens com água
destilada, (Johansen 1940). Após a fixação, as
sementes foram desidratadas em álcool butílico
terciário, permanecendo em álcool butílico a
70% por 3 meses. No restante do processo de
desidratação, foram necessárias 48 horas de in-
tervalo entre cada troca de álcool (Amaral 1990).
As sementes foram  então incluídas em parafina
e secionada em cortes transversais com 8µm de
espessura.

A desparafinização dos materiais foi feita
utilizando-se xilol, álcool-xilol 1, metanol-clo-
rofórmio 1:1, hidratação em álcool etílico em
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série decrescente de concentração (de 100 a
50%) e água destilada (Johansen 1940). Os cor-
tes dos materiais fixados em FAA50, após
desparafinização, foram imersos em óleo não
fluorescente (nujol) durante um mínimo de 24h,
seguindo-se montagem com lamínula e vedação.
A seguir foram observados em microscópio
Zeiss de fluorescência, com filtro de excitação
com λ=450-490 nm, e filtro de barragem com
λ=510-520 nm para a observação da
fluorescência natural. Os cortes fixados em
formaldeído a 4% foram corados durante 15 mi-
nutos a temperatura ambiente com solução aquo-
sa de ácido acético a 3% e Xylidine Ponceau a
0,1% (XP) seguindo-se lavagem em ácido
acético 3% por 30 minutos e água destilada du-
rante 5 minutos, rápida desidratação em etanol
95 e 100%, banho em xilol durante 10 minutos
e montagem em bálsamo do Canadá (Cortelazzo
& Vidal 1991). Os cortes fixados em etanol-
acético foram submetidos ao método PAS. Os
cortes foram oxidados durante 10 minutos em
ácido periódico 0,5%, lavados em água, imersos
em Reativo de Schiff durante 20 minutos, lava-
dos 3 vezes (5 minutos cada) em água sulfurosa,
desidratados e montados em bálsamo do Cana-
dá. Como controle, cortes foram submetidos ao
mesmo tratamento, sem a oxidação prévia pelo
ácido periódico (Cortelazzo 1992).

Resultados e discussão

Os cortes das sementes em desenvolvimen-
to corados pelo PAS evidenciaram no
endosperma a presença de polissacarídeos neu-
tros nas paredes celulares e grãos de amido.
Durante os primeiros estádios de desenvolvi-
mento (E2), os grãos de amido eram pequenos,
com forma elíptica e estavam presentes em pe-
quena quantidade (Fig. 1). A partir de E5 os
grãos se tornaram maiores, com formato mais
arredondado, estando presentes em grande nú-
mero (Fig. 2), mantendo esse padrão até E7
(Fig. 3). As paredes celulares do endosperma
tornaram-se fortemente coradas (Fig. 2-3). Os
cortes utilizados como controle da reação não

foram corados por este método.
O carboidrato de reserva mais comumente

encontrado nas sementes é o amido (Singh &
Juliano 1977; Kreis & Doll 1980), embora
polissacarídeos de reserva de parede celular,
possam estar presentes chegando a constituírem-
se no principal carboidrato de reserva
(Buckeridge & Reid 1996). Além disso, as se-
mentes sempre apresentam oligossacarídeos,
principalmente da série rafinose, mesmo em pe-
quenas quantidades. Estes oligossacarídeos são
o primeiro tipo de reserva a ser metabolizado na
fase inicial da germinação (Bewley & Black
1994). O amido é depositado em organelas
subcelulares, denominadas amiloplastos. Seus
grãos são semicristalinos e exibem
birrefringência em forma de cruz de malta
(Banks & Muir 1980). O formato dos grãos pode
variar, desde formas mais esféricas até aquelas
bastante elípticas. A forma do grão é em grande
parte determinada pelo conteúdo de amilose,
pois o grão de amido se torna mais esférico na
medida em que ocorre um aumento do conteú-
do de amilose em relação ao de amilopectina
(Bewley & Black 1994). Assim, pode-se concluir
que no caso de Bixa orellana, ocorre inicialmen-
te um depósito de amilopectina e, apenas em es-
tádios mais avançados, a quantidade de amilose
aumenta de forma que, no E5, os grãos de amido
se apresentam com quantidades maiores desse
homopolissacarídeo e, por isso, com formato mais
esférico.

Nas células parenquimáticas do endosperma
pode ser notado um acúmulo de material protéico
a partir de E2 (Fig. 4). A partir de E4 pode ser
observada uma grande quantidade de material
XP positivo disperso pelo citoplasma das célu-
las (Fig. 5), sendo que esse material sofreu
compactação até o estádio E7, quando as semen-
tes apresentavam-se maduras (Fig. 6). O aspec-
to do material protéico entre o E5 e o E7, indi-
cou diferenças no grau de hidratação dessas
moléculas. No E5 elas ainda estavam bastante
hidratadas e mais dispersas pelo citoplasma. No
E7, as proteínas já se encontravam no seu grau
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Figuras 1-3. Cortes transversais do endosperma de sementes em desenvolvimento de Bixa orellana L. corados com PAS.
1. E2. Pequenos grânulos de amido elípticos dispersos pelo citoplasma. Notam-se as paredes celulares em início de
formação;  2. E5: Grande quantidade de grãos de formato arredondado. Notam-se as paredes celulares completamente
formadas; 3. E7. Aspecto dos grãos e paredes celulares idênticos ao do E5. Escala: 20µm.
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Figuras 4-6. Cortes transversais do endosperma de sementes em desenvolvimento de Bixa orellana L. corados com XP.
4. E2. Endosperma (E) pouco corado pelo XP, apresentando material protéico (p) disperso pelo citoplasma; 5. E5.
Acúmulo de material protéico (p) corado no endosperma (E), ainda pouco compactado; 6.  E7. Endosperma (E) forte-
mente corado pelo XP, apresentando material protéico (p) totalmente compactado. Escala: 35µm.
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Figuras 7-9. Cortes transversais de sementes em desenvolvimento de Bixa orellana L. observados em microscópio de
fluorescência; 7. E1. Endosperma (E) praticamente não fluorescente; 8. E4. Nota-se um acúmulo de material fluorescente nas
células do endosperma (E); 9. E4. Detalhe do endosperma com conteúdo máximo de material fluorescente. Escala: 20µm.

máximo de desidratação, o que confirma os re-
sultados obtidos para o teor de umidade e a clas-
sificação nos diversos estádios feita por Amaral
(1990). As proteínas de reserva são geralmente
classificadas em função de sua solubilidade. Em
cereais, as mais abundantes são as prolaminas e
as glutelinas. As primeiras são solúveis em so-
luções alcoólicas e estão presentes em grande
quantidade  em milho, sorgo e painço. As

glutelinas, são solúveis em soluções ácidas ou
básicas diluídas e ocorrem em abundância em
trigo, arroz e aveia. Em leguminosas, as
globulinas representam a maior parcela das pro-
teínas de reserva e são solúveis em soluções sa-
linas (Derbyshire et al. 1976). A principal fun-
ção dessas proteínas é fornecer aminoácidos ou
nitrogênio para as plântulas em desenvolvimen-
to e, segundo Mayer & Poljakoff-Mayber (1989),
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estão entre os componentes celulares que mais
embebem nas sementes. Assim, diferenças no
grau de hidratação das proteínas podem expli-
car, em parte, porque as sementes do E4 e E5,
com acúmulo protéico máximo, embebem a ta-
xas muito inferiores se comparadas com as se-
mentes maduras (E7) escarificadas (Amaral
et al. 1995). A detecção de fluorescência natu-
ral revelou a presença de aminoácidos aromáti-
cos no conteúdo protéico (Figs. 7, 8 e 9), princi-
palmente triptofano e tirosina, pois a fenilalanina
possui excitação máxima a 260nm (Undenfriend
1962) e o filtro de excitação utilizado foi supe-
rior a este valor. O uso deste método revelou o
mesmo padrão obtido pelo XP. Há uma tendên-
cia de aumento de conteúdo protéico durante os
estádios de desenvolvimento. No início há pou-
co material fluorescente (Fig. 7) e este vai au-
mentando até o estádio E4, que corresponde ao
acúmulo máximo de matéria seca. A partir daí
não é mais observado nenhum aumento na
fluorescência (Figs. 8 e 9). Os resultados obti-
dos para o material presente no endosperma jus-
tificam o fato de que a partir do E4 as sementes
já estão fisiologicamente maduras, pois todo o
material de reserva está formado, o que está de
acordo com a análise do acúmulo da matéria
seca, que atinge o máximo neste estádio. A par-
tir do momento em que a semente está fisiologi-
camente madura, ela torna-se capacitada a ger-
minar se colocada em condições adequadas de
água, gases (O2) e temperatura moderada, mes-
mo que não esteja completamente desidratada
(Amaral et al. 1995).
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