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Estudo de Técnicas para Obtencao de
Cortes Histologicos de Calos
Organogénicos de Castanheira-do-Brasil

Giselle Costa Lima
Graziela Silva dos Santos Guimaraes
Regina Caetano Quisen

Resumo

O uso de técnicas histologicas baseadas em mudancgas
anatobmicas e histoquimicas tem contribuido significativamente
para o entendimento dos efeitos do cultivo in vitro. Essas
informacoes sao essenciais para a compreensao dos processos de
desenvolvimento de células, tecidos e 6rgaos, como no caso dos
estudos de clonagem in vitro de espécies florestais. Neste sentido,
o presente trabalho teve como objetivo comparar diferentes
técnicas de preparo de laminas histolégicas permanentes de calos
organogénicos de castanheira-do-brasil (Bertholetia excelsa H.B.).
Para tal, porcoes de calos organogénicos obtidos a partir de
explantes foliares de B. excelsa foram submetidas a diferentes
condicoes de fixacao, desidratacao, infiltracao e coloracao, com
variacoes nos reagentes, tempos e concentracées. Houve baixa
qualidade dos cortes obtidos na avaliacao de estruturas
organogénicas em calos resultantes de explantes foliares de
castanheira-do-brasil; somente a sequéncia metodoldgica Il
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produziu cortes de melhor visualizacao e que permitem ser
otimizados em futuros ensaios, visando a determinacao de
protocolo para esse tecido.

Termos para indexacao: Bertholetia excelsa H.B., histologia,
morfogénese in vitro, espécies arboreas tropicais.



Studies of Techniques to Obtain
Histological Slides from Organogenic
Callus of Brazil Nut

Abstract

The use of histological techniques based on anatomical
and histochemical changes has contributed significantly to the
understanding of the aspects of plant tissue culture, as they
provide essential information about development processes of
cells, tissues and organs, i.e., studies about in vitro cloning of
forest species.This work aimed to compare different techniques of
preparation of permanent histological slides from organogenic
callus of the Bertholetia excelsa H.B. Portions of callus obtained
from leaf explants were subjected to different conditions
(reagents, times and concentration) of fixation, dehydration,
infiltration and staining. The low quality of the slides obtained in
the evaluation of structures in callus from leaf explants of the Brazil
nut tree, only the methodological sequence Il produced better
visualization and allowing futures studies aimed at determining
protocol forthistissue.

Index terms: Bertholetia excelsa H.B., histology, in vitro
morphogenesis, tropical tree species.
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Introducao

A Embrapa Amazonia Ocidental, por meio do Projeto de
Pesquisa “Propagacao vegetativa para o uso e conservacao de
espécies florestais tropicais”, desde 2010, vem desenvolvendo
estudos de propagacao clonal de espécies de importancia
econOmica para a regiao, tal como a castanheira-do-brasil (B.
excelsa H.B.). Essa espécie apresenta sementes com processo
germinativo lento e desuniforme, podendo, sob condicoes
normais, levar de 12 a 18 meses para germinar (MULLER, 1982;
MULLER et al., 1980). Neste contexto, a utilizacdo da técnica de
micropropagacao pode ser considerada como alternativa
multiplicagao, bem como ferramenta de clonagem que visa a
maximizacao da qualidade e uniformidade da muda plantada e
sobretudo a viabilizacao de sua aplicabilidade comercial.

Q-

A recalcitrancia in vitro e a baixa capacidade morfoge-
nética, caracteristicas das culturas lenhosas tropicais, também
tém sido observadas nos estudos com B. excelsa, e, como
consequéncia, os avancos no desenvolvimento dessas
tecnologias tém sido bastante lentos e até mesmo inexistentes,
haja vista principalmente o desconhecimento dos seus padrdes
morfogenéticos na cultura de tecidos. Esses processos, que
ocorrem por causa da integracao da divisao e diferenciacao
celular, via ensaios com tecidos, 6rgaos ou células com
intensidades variadas de determinacao, podem adquirir novas
competéncias por meio da acao de determinados sinais quimicos,
resultando na expressao morfogenética em dois niveis basicos:
organogénese e embriogénese somatica, intermediado ou nao
pelacalogénese (GEORGE et al., 2008).

Estudos complementares, como andlise dessas estruturas
baseadas em mudancas anatémicas e histoquimicas, podem
contribuir significativamente para o entendimento dos efeitos do
cultivo e das diferentes etapas do processo da organogénese ou
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embriogénese somatica da castanheira, principalmente no que diz
respeito a compreensao dos estimulos e condigdes necessarias
para inducao e controle desses processos morfogenéticos. Neste
caso, mesmo sendo o crescimento dos tecidos dinamico e os
cortes histologicos estaticos e fixos no tempo, representando um
momento do processo de desenvolvimento, a origem de tecidos e
orgaos pode ser inferida a partir da observacao de cortes
histologicos, como na investigagcao da origem de estruturas
especificas — brotos e raizes adventicias, embrides e outros -
desenvolvidas que podem ser amostradas e estudadas ao longo
dotempo, ou examinada a estrutura madura.

A observacao do material biolégico em microscopia, por
sua vez, implica uma série de procedimentos técnicos para a
confeccao de laminas histoldgicas definitivas, que sao executadas
em cinco fases apds a coleta do material, a saber: fixacao, inclusao
(com desidratacao e infiltragao), microtomia (corte), coloracéao e
montagem.

Para a castanheira-do-brasil, além da escassez de estudos
sobre a sua propagacao in vitro, inexistem relatos com abor-
dagens histolégicas de estruturas provenientes de processos
morfogénicos. Para outras espécies perenes, ao contrario, esse
tipo de abordagem tem avancado significativamente, como os
estudos histoldgicos das culturas embriogénicas oriundas de
embrides zigoticos de Euterpe edulis, os quais evidenciaram que a
origem das massas meristematicas ocorreram a partir de tecidos
da subepiderme (GUERRA; HANDRO, 1998). Esses mesmos
autores descreveram os pro-embrides e os embrides nos
diferentes estadios de maturacao. Neste sentido, o acompanha-
mento e a identificacao das estruturas presentes nos diferentes
estadios da cultura de tecidos da castanheira-do-brasil, por meio
de analises histologicas, sao necessarios para melhor
entendimento dos processos morfogénicos e maximizacao de
protocolos eficientes de clonagem da espécie.
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Assim, em razao da inexisténcia, na literatura, de
procedimentos técnicos especificos para essa espécie, este
trabalho teve como objetivo testar diferentes condicoes de
preparo de laminas histoléogicas permanentes de calos
organogénicos obtidas a partir da cultura de tecidos de
castanheira-do-brasil.

Material e Métodos

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

Para as trés diferentes sequéncias metodoldgicas
testadas (Tabela 1), foram utilizadas amostras de massas calosas
obtidas a partir da cultura de explantes foliares de castanheira-do-
brasil mantidos em condicdes de crescimento in vitro. Para tal,
apos a selecao das amostras, porcdoes de calos foram
imediatamente fixados em solucao FAA,, (formol 5%, acido acético
5%, etanol50 90%) por tempos diferentes e desidratadas em série
de concentracao crescente de etanol/butanol ou etanol/xilol. A
seguir, as amostras foram infiltradas de duas maneiras distintas:
(1) em parafina liquefeita em cassete ou, (2) em recipientes de
vidro, sendo que, neste ultimo caso, pequenas porgoes de parafina
aquecida foram acrescentadas, aos poucos, na solucao de
butanol/ cloroférmio contendo a amostra, até completa
evaporagao da solugao alcodlica. Apos o emblocamento das
amostras em moldes de papel, os blocos foram seccionados em
micrétomo rotativo em espessuras variaveis de 5 um - 10 um. As
secc¢oes obtidas foram submetidas a banhos de xilol/etanol ou éter
de petroleo/etanol para entao serem coradas em azul de toluidina
ou safranina, montadas em laminas com balsamo do Canada e
observadas em microscoépio 6ptico de campo claro.
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Resultados e Discussao

As laminas obtidas nos trés métodos testados nao
apresentaram qualidade minima necessaria para serem adotadas
em uma rotina de avaliagcdao de eventos morfogénicos e de
estruturas celulares nos calos organogénicos (Figura 1). As
sequéncias | e Il apresentaram a ruptura dos tecidos, enquanto na
sequéncia lll foi possivel visualizar mais claramente as células e o
detalhamento de outras organelas. Apesar desses resultados,
esses ensaios sao as primeiras tentativas para a definicdo de
meétodos histoldogicos para a espécie, e, neste caso, algumas
observacoes serao comentadas em razao do resultado obtido,
pois servem como referéncia para os proximos trabalhos visando
adefinicao de protocolo para esse tipo de tecido.

Figura 1. Cortes histoldgicos de calos organogénicos de castanheira-do-brasil.
Sequéncias metodoldgicas|, Il e lll. Manaus, 2012.

Segundo Sass (1951), a etapa de fixacao € uma das mais
importantes e criticas no processamento de tecidos, pois deve
evitar a autolise do material, o enrijecimento do tecido, preservar e
melhorar a diferenciagao otica das estruturas, precipitar proteinas,
dentre outros. Nessa fase, as solugoes fixadoras afetam de varias
formas a qualidade da fixacao do material, incluindo temperatura,
pH, osmolaridade, tempo de fixacdo e a taxa de penetracao
(RUZIN, 1999; SILVEIRA, 2006). No presente trabalho somente a
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variavel tempo foi controlada com 24 horas nos dois primeiros
métodos e com 80 horas no terceiro teste. Esse tempo maior de
imersao da amostra em solugao FAA50 pode ter influenciado na
qualidade do corte obtido, visto que o formol é um fixador lento
(SILVEIRA, 2006), podendo inclusive aumentar o numero de
reagoes com grupos quimicos acidos e influenciar a intensidade de
alguns tipos de corantes, devido a maior afinidade pelo substrato
fixado (RUZIN, 1999; SILVEIRA, 2006).

No processo de desidratacao, a utilizacao de etanol a 80%
e 70%, nas sequéncias | e Il, respectivamente, podem ter
provocado maior endurecimento do tecido comparado a
sequéncia lll, onde utilizou-se inicialmente o etanol a 50%, sendo
neste caso a desidratacao mais lenta. Nas metodologias Il e lll, as
maiores concentracoes do alcool podem ter favorecido a distorcao
pronunciada do tecido, enquanto que o butanol, um menor
endurecimento e retracao das amostras.

Na sequéncia lll, o processo de inclusao de 10 dias com
evaporacao gradual do butanol potencializou uma infiltracao lenta
e homogénea da parafina na amostra, visto que tratamentos com
diferentes substancias, antes da microtomia, que solidificam a
parafina com a evaporacao do solvente, resultam em uma massa
firme, evitando dessa maneira a ruptura dos tecidos.

Na microtomia, normalmente a espessura dos cortes varia
de 1 ym a 50 ym; recomenda-se, entretanto, a espessura em
microscopia optica de 4 ym a 6 um, medida aplicada na sequéncia
[ll. Ruzin (1999) comenta que a infiltragao influencia a qualidade do
seccionamento quando ocorre de forma irregular, levando a
desintegracao do tecido ou quebra das seccoes, caracteristicas
estas observadas nas imagens das sequéncias | e Il. Na coloracao,
por sua vez, a hidratagao gradual com alcoois de teor decrescente
somente foi utilizada na metodologial lll, sendo esse procedimento
importante para impedir o rompimento dos tecidos, além da
clarificagcao com xilol.
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Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem
concluir que:

e As metodologias de processamento de tecidos testadas nao
apresentaram qualidade minima necessaria para serem
adotadas na preparagcao e avaliagoes histologicas de calos
induzidos a partir de explantes foliares de castanheira.

e A sequéncia metodoldgica Ill pode ser utilizada como
orientacao para novos ensaios de preparacao desses tecidos.
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