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METODOLOGIA PARA OBSERVACAO DA CAMADA DE CERA EM MACAS,
UTILIZANDO MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA!
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RESUMO - A estrutura mais superficial da epiderme dos frutos é constituida por fina camada de cera, responsavel por mecanismos de protecao,
principal mente rel aci onados a evapotranspiracéo e ao ataque de patdgenos. A visualiza¢do de cerapor microscopiaeletronicade varredura apresenta
dificuldades no processamento da amostra, pois 0s métodos rotineiramente utilizados ocasionam sérios danos a esta camada ou, simplesmente,
provocam sua eliminagéo devido ao processo de solubilizacdo causado pel os reagentes utilizados. Alguns autores tém utilizado temperaturas baixas
(-90°C) parao processamento de amostras. No Brasil, tentativas de observacdo de ceraem magds, utilizando amicroscopiaeletrénicade varredura, tém
sido realizadas; entretanto, os resultados ndo foram satisfatorios. No Laboratério de Microscopia Eletrénica da Embrapa Clima Temperado, foi
adaptado um método simples e que tem apresentado bons resultados. Para este experimento, foram retiradas pequenas porc¢des da casca de magas da
regido equatorial dos frutos. Asamostras foram fixadas em 1&minas histoldgicas, utilizando fita adesiva nas extremidades. Posteriormente, foram
colocadas em dessecador contendo silicagel, para que ocorresse adesidratagdo. Apos 72 horas, foram retirados fragmentos para fixagdo em stubs e
metalizacdo com ouro. Foi usado um microscopio eetrénico ZEISS (DSM-940A), regulado adistanciade trabal ho de 15mm, voltagem de acel eracéo de
10kV eampliacdo de 3.000 X. Asimagens obtidas permitiram avaiar ainterferénciadosfatores ambientai s utilizados no processo de frigoconservacdo
de magas.

Termosparaindexagdo: Malusdomestica, epiderme, visualizag&o.

METHODOLOGY FOR OBSERVATION OF THE WAX LAYER IN APPLES, USING SCANNING
ELECTRON MICROSCOPY

ABSTRACT - Thefruit epidermisis covered by athin layer of wax which gives protection to the fruit, mainly against water loss and pathogenic
organisms. Severa studiesusing scanning electron microscope have been developed to study that wax. The wax layer visualization through the
scanning microscopeis difficult due to some problems of sample preparation. The usual procedures cause serious damages to the wax layer or even
eliminateit because of itssolubilization by some of the reagents. Several researchers have kept the samplesat very low temperature (-90°C) during the
preparation. Wax observations in Brazil by using electronic scanning microscope have been performed, however in some of them results were not
consistent. A relatively simple procedure at the Laboratory of Electron Microscopy at Embrapa Temperate Climate has been tried to overcome such
difficulties. Such procedure consists of collecting asmall pieceof thefruit epidermis (1cm?) taken from the equatorial part of the apples. After sampling
it the piece of epidermisis placed on a glass slide hold by the extremes with a sticky tape. The sample on glass slide is kept for 72 hoursinto a
dessicator containing drierite for the sample dehydration. Then, small pieces of the sample (2 mm?) were taken and hold on stubs followed by
metalizationin gold. Following that, the sampleisobserved using aZeiss (DSM —940A) el ectronic microscope at aworking distance of 15 mm and
acceleration voltage of 10 KV. The obtained images made possibl e to eval uate the action of some experimental treatments which have been used on

apples during cold storage.
I ndex terms: Malus domestica, visualization, epidermis.

O crescimento dos frutos envolve estédios de divisdo celular,
elongagdo das células eformagdo dos espagosintercelulares. A epiderme
€ a camada mais externa de células e apresenta antocianinas responsa-
veis pelacoloragdo. A estrutura mais superficial é constituida por fina
camada de cera, responsével por mecanismos de protegdo, principal-
mente relacionados a evapotranspiracéo e ao ataque de patdgenos. V&
riostrabalhosforam reali zados utilizando mi croscopiaeletronicade var-
redura naobservacdo dessacamada (Amelunxen et al., 1961; Troughton
& Donadson, 1972). Recentemente, o interesse sobre aceraquereveste
osfrutostem aumentado por constituir-se em um mecanismo importante
no processo de frigoconservacao.

Em razéo da condicdo natura hidratada, amostras biol égicas
apresentam rel ativa compl exidade de processamento para microscopia
eletrénicade varredura. Somente amostras com teor de aguamuito baixo
(< 10%), como sementes, espiculas, etc., podem ser observados com
tratamento preliminar minimo. Em sua grande maioria, o preparo das
amostrasinclui diversasetapas (Kessel & Shih, 1976; Murphy, 1982).

Como principio basico, a amostra deve ser representativa da
situacdo a ser analisada, evitando-se causar modificagdes que possam
resultar naformacdo de avaliagGes equivocadas. Basicamente, asamos-
tras devem possuir a dimens&o minimanecessaria para o estudo, embo-
ra, muitas vezes, sejaimportante trabalhar com objetos grandes. Quanto
maior adimensdo, maiores serdo as dificuldades encontradas parauma
boaimagem.

No procedimento basico, as amostras sdo estabilizadas por
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fixac8o quimica. Da mesma forma que em outras estruturas, a fixagdo
quimicainicial responde pelaintegridade daamostra. O espécimen, de-
vidamente fixado por agentes quimicos, que o tornam resistente, é desi-
dratado com acetona ou etanol, e posteriormente substituidos por gés
carbbnico liquefeito, na cdmara do aparelho de ponto critico (Silveira,
1989; Robinson et al., 1987, Hayat, 1972). Entretanto, este procedimento
nao é eficiente paraavisualizacdo dacamadade ceraquerecobrefrutos.
Os métodos rotineiramente utilizados ocasionam sérios danos a esta
estruturaou, sSimplesmente, provocam suaeliminacdo devido ao proces-
so de solubilizag&o causado pel os reagentes utilizados.

Algunsautorestém utilizado temperaturas baixas (-90°C) para
0 processamento de amostras (Gough & Shutak, 1972; Roy et al., 1994),
obtendo bons resultados. No Brasil, algumas tentativas de observagéo
de ceraem magas, por meio demicroscopiaeletrénicade varredura, tém
sido realizadas; entretanto, os resultados ndo foram satisfatorios.

Com o objetivo de dispor de uma metodologia simples e roti-
neiraque permitaavaliar acamadade cerapresente em magas, utilizando
microscopiaeletrénicade varredura, foi desenvolvido um novo método.

Foram retiradas porgdesretangulares (0,5 x 2,0 cm) dacascade
magas daregido equatorial de 56 frutos armazenados em diferentes con-
dicdes de frigoconservagdo. As amostras foram fixadas em |aminas
histol 6gi cas, utilizando fitaadesivanas extremidades (Figura 1). Poste-
riormente, foram col ocadas em dessecador contendo silicagel paraque
ocorresse a desidratac8o. Este procedimento visou a substituicdo da
metodologia-padrdo utilizada em microscopia eletrénica, responsavel
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pela eliminagdo dos componentes sol ivei s presentes na camada cerosa
gue reveste apeliculade magas.
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FIGURA 1 - Montagem das porgdes da casca de magas, retiradas da
regido equatorial dos frutos em laminas histol ogicas, fixa
das com fita adesiva nas extremidades, utilizadas, apds
dessecacdo, paraacol etados fragmentos com 2mm? obser-
vados em microscopiaeletronica.

Ap0s 72 horas, foram retirados dois fragmentos (1,0 x 1,0 mm)
de cada amostra para observacao ao microscopio. Os fragmentosforam
montados no suporte porta-amostras do microscopio (“stub”), conside-
rando amelhor orientac&o em relacdo ao feixe de varredurae do coletor
deelétrons secundérios. Como adesivo, foi utilizadafitaadesivaborde-
jadacomumfilete de pratacoloidal paramelhorar acondutividade.

O trabaho de montagem foi realizado sob lupa estereoscopica, le-
vando-se em consideracdo que asamostras secasficaram extremamente
frégeis, necessitando de cuidados para a sua montagem. A avaliagdo
realizada envolveu a obtencdo de informacdes topogréficas da superfi-
cie, utilizando elétrons secundérios (baixa energia) provenientes da
interacdo do feixe primario com a camada de ouro que recobre 0
espécimen. O material foi coberto com uma camada condutorade ouro,
evaporadaem vécuo, utilizando metalizador marcaEMITECH, modelo
K550, regulado a 35mA / 2 minutos. A espessura dessa camada foi
programada para ser suficientemente fina e ndo influir naresolugdo da
imagem, mas suficientemente espessa, paragarantir uma produgéo copi-
osa de el étrons secundarios, usados para formar aimagem.

Foi utilizado um microscépio eletrénico ZEISS (DSM-940A),
regulado adisténciadetrabalho de 15 mm, voltagem de aceleracdo de 10
kV eampliacdo de 3.000 X.

O registro fotogréfico foi feito em negativos Kodak (Plus-X
pan 5-PXP120). Paralelamente, foram captadasimagens diretamente do
microscopio eletrénico, por meio de sinaisdevideo.

Considerando as atividades realizadas anteriormente, as difi-
culdades encontradas e os resultados obtidos, as atividades desenvol-
vidas neste experimento proporcionaram resultados bastante consis-
tentes quando comparados com informagdes obtidas em levantamento
bibliogréfico sobre o assunto em estudo. A documentagdo fotogréfica
esta apresentada na Figura 2.

Quando o interesse maior é obter informac8es topogréficas, o
microscopio el etronico de varredura € o instrumento mais versétil para
avaliag8o, exame e andlise das caracteristicas microestruturais de amos-
tras biol 6gi cas e ndo-biol dgicas (Dawes,1971; Dykstra, 1993). A grande
vantagem deste instrumento é a elevada profundidade de campo, da
ordem de 10 im para aumentos de cercade 10.000 X, chegandoalcm
para aumentos de 20 X. Esta caracteristica possibilita obter imagens
estereoscOpi cas bem focadas com espécimens até macroscopicos. Além
disso, no microscopio eletronico de varredura, aamostrapode ser incli-
nada e rotacionada, sob o feixe eletrbnico, em todas as orientacOes;
logo, precisaestar bem preservada nas trés dimensdes. Asimagens que

foram obtidaspermitiram avaliar ainterferénciade agunsfatoresexperi-
mentais no processo de frigoconservacdo de magas. Foi possivel ob-
servar que determinadas condi¢es mantém acamada de ceraem condi-
¢Oes adequadas (Figura 2A, 2B), enquanto outras causam prejuizos (Fi-
gura2C), permitindoinclusive o desenvolvimento defungos (Figura2D).

FIGURA 2 - Eletromicrografias de varredura da camada de cera que
recobre macas (3.000x). Camada de ceraintacta (A e B).
Camada de cera danificada (C). Camada de ceracominci-
dénciade fungo (D).
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