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Melhoramento Genético
e Biotecnologia

Avaliacao de Técnicas Histologicas de
Calos Embriogénicos de Cupuacuzeiro

Graziela Silva dos Santos Guimaraes
Giselle Costa Lima
Regina Cateano Quisen

Resumo

O desenvolvimento de estudos histoldgicos de estruturas
obtidas via cultura de tecidos pode fornecer informacdes essen-
ciais para a compreensao da morfogénese in vitro, sejam estas,
rotas de desenvolvimento organogénicas ou embriogénicas.
Neste sentido, este trabalho teve como objetivo comparar dife-
rentes etapas de confeccao de laminas histoldgicas permanentes
de calos embriogénicos de cupuacuzeiro (Theobroma
grandiflorum). Para tal, calos embriogénicos de cupuacguzeiro
foram fixados em FAA,, por 24 ou 48 horas e submetidos a banhos
em séries alcodlicas crescentes com etanol/butanol ou etanol/xilol,
embebidos em parafina em cassetes ou em recipientes de vidro;
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nesse ultimo caso, acrescida a parafina aquecida, aos poucos, em
solugao de butanol/ cloroférmio contendo a amostra. Apods
microtomia, as fitas foram imersas em banhos de xilol ou éter de
petroleo, hidratadas e feita coloracao com azul de toluidina ou
safranina. A qualidade dos cortes histologicos obtidos foi bastante
contrastante entre si, demonstrando a necessidade de melhoriano
processo de infiltracao e desparafinizacao. Ainda assim, observou-
se que a impregnacao lenta em recipiente de vidro permitiu
melhor infiltracao. Também a sequéncia de banhos em xilol foi
superior a utilizacao de éter de petréleo para essas amostras.

Termos paraindexacao: Theobroma grandiflorum, morfogénese in
vitro, fruteiras tropicais.



Evaluation of Histological
Techniques Calli Cupuassu

Abstract

The histological techniques based on anatomical and
histochemical obtained by tissue culture can provide information
essential to the understanding of morphogenesis in vitro, as they
provide essential information about development organogenic
and embryogenic routes. Therefore, this study aimed to compare
different methods of preparation of histological slides permanent
of embryogenic callus of Theobroma grandiflorum (Theobroma
grandiflorum).To this end, embryogenic callus were fixed in FAA,,
for 24 or 48 hours, and subjected to alcohol baths in series with
ethanol / butanol or ethanol/xylene solutions, embedded in
paraffin in cassettes or in glass containers (slowly heated in a
solution of butanol/chloroform). After microtome, the tapes were
immersed changes of xylene or petroleum ether, hydrated and
colored performed with toluidine blue and safranin.The quality of
histology sections were quite contrasting each other,
demonstrating the need for improvement in the process of
infiltration and deparaffinization. Still, it was observed that the
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slow impregnation in glass container provided a better
permeation. Also the sequence of baths in xylene was superior to
the use of petroleum ether for these samples.

Index terms: Theobroma grandiflorum, in vitro morphogenesis,
tropical fruit species.
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Introducao

A aplicagao de técnicas biotecnoldgicas na cultura do
cupuacuzeiro (T. grandiflorum), tal como a propagacao in vitro,
permite grandes avang¢os nos programas de melhoramento
genético dessa espécie, principalmente na clonagem de mudas de
materiais selecionados. Entretanto, o entendimento do processo
morfogénico dessa cultura in vitro ainda é limitado, principalmen-
te no que diz respeito a compreensao dos estimulos e condigoes
necessarias parainducao e controle das rotas morfogénicas.

Neste sentido, o estudo do desenvolvimento celular e dos
tecidos nas diferentes etapas do processo organogénico ou
embriogénico tem ajudado a melhorar a eficiéncia dos protocolos
de propagacao clonal, permitindo a identificagcao de alteracoes
associadas com a posicao e o desenvolvimento ontogénico
(VERDEIL et al., 2001). Com o cacaueiro (Theobroma cacao),
Alemanno et al. (1996), que foram os primeiros pesquisadores a
descrever técnicas histoldgicas a partir de estruturas calosas e
embriogénicas para essa espécie, observaram que as respostas
morfologicas e histoldgicas foram diferentes para genotipos
embriogénicos e nao embriogénicos. Esses resultados demons-
traram que a formacao de grupos de células meristematicas
ocorreu apos uma fragmentagcao no momento da formacgao dos
embridoes somaticos, sendo o tipo celular encontrado na origem
diferente do geralmente descrito na literatura, o qual indica uma
origem unicelular, sem nenhuma ambiguidade na origem
multicelular.

Apesar dessa importante contribuicdo, para o cupuacu-
zeiro, nao existem relatos, na literatura, de estudos histolégicos de
embriogénese somatica, e, nesse sentido, visando contribuir para
o entendimento desses processos morfogénicos para essa fruteira
de importancia econdmica na regiao amazobnica, o presente
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trabalho teve como objetivo comparar diferentes etapas de
confeccao de laminas histologicas permanentes de calos
embriogénicos dessa cultura.

Material e Métodos

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de
Cultura de Tecidos de Plantas e no Laboratério de Fisiologia, ambos
pertencentes a Embrapa Amazdnia Ocidental, Municipio de Manaus,
Amazonas.

Amostras de massas obtidas a partir da cultura de calos
embriogénicos foram submetidas a diferentes sequéncias
metodoldgicas, descritas na Tabela 1. Essas amostras foram fixadas
em solucao FAA,, (formol 5%, acido acético 5%, etanol-50 90%),
armazenadas em geladeira em 4élcool 70% por 12 horas e
desidratadas em série de concentracao crescente de etanol/butanol
ou etanol/xilol. As amostras foram infiltradas de duas maneiras
distintas: (1) Em parafina liquefeita em cassete; (2) Em recipientes
de vidro, sendo, neste ultimo caso, acrescentadas, aos poucos,
pequenas porcoes de parafina aquecida na solucao de
butanol/cloroférmio contendo a amostra, até completa evaporacao
da solucado alcodlica. Apés o emblocamento das amostras em
moldes de papel, os blocos foram seccionados em micrétomo
rotativo (7,0 Jm) As seccdes obtidas foram submetidas a banhos de
xilol/etanol ou éter de petréleo/etanol para entdao serem coradas em
azul de toluidina ou safranina, montadas em Iaminas com balsamo
do Canadé e observadas em microscépio éptico de campo claro.
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Resultados e Discussao

As laminas coradas, obtidas nos trés métodos testados,
nao resultaram em qualidade minima necessdria para serem
adotadas em uma rotina de preparo e subsequente avaliacao de
estruturas celulares. Apesar da baixa qualidade, algumas
observacdes podem ser utilizadas como referéncia para a definicao
de uma metodologia histolégica eficiente para esse tipo de tecido.

Observou-se que, em todas as sequéncias metodolégicas,
ocorreu uma sobreposicao de camadas de células e ruptura dos
tecidos, problemas estes relacionados possivelmente as etapas de
fixacao e infiltragcdo. De acordo com Ruzin (1999), a penetracao no
tecido e a velocidade de fixacao variam de acordo com o tipo de
fixador utilizado, como no caso de solucao FAA, que penetra mais
rapidamente, comparada as solucdes aquosas, sendo a relacado de
30 a 60 minutos por mililitro de amostra, quando fixada em
temperatura ambiente, a mais indicada.

No presente trabalho, o tempo utilizado nas metodologias
foi 24 ou 48 horas, considerado adequado para o volume de solucao
aplicado aos fragmentos fixados. Entretanto, um bom fixador nao
deve escurecer os tecidos ou deixa-los quebradicos ou frageis, e sim
deixa-los aptos para ser corados seletivamente.

Na microtomia recomenda-se a espessura de 4 ym a 6 ym,
sendo que Ruzin (1999) afirma que a infiltracao influencia a
qualidade do seccionamento quando ocorre de forma irregular,
levando a desintegracdo do tecido ou quebra das seccoes,
caracteristicas estas observadas na sequéncia 2.

Aspecto a ser observado na etapa de coloracao diz respeito
a técnica empregada, pois apenas algumas estruturas teciduais sao
evidenciadas, por ser dificil o preparo de uma lamina que mostre
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todos os componentes celulares e os detalhes dos tecidos. Neste
trabalho, em nenhuma sequéncia, a coloracao favoreceu essas
estruturas diferenciadas.

Conclusoes

Em razao da qualidade das imagens obtidas nos cortes
histolégicos de tecidos embriogénicos de cupuaguzeiro, nao foi
possivel obter sequéncia metodologica adequada para o tipo de
tecido avaliado. Ainda assim, recomenda-se o aproveitamento das
etapas como passos iniciais na sequéncia de ensaios histologicos
paraessa cultura.
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