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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

Marília Contin Ventrella

Andrea Lanna Almeida

Lays Araújo Nery 

Victor Peçanha de Miranda Coelho

APRESENTAÇÃO

Esta apostila é uma coletânea de métodos histoquímicos relacionados à detecção de compostos 
estruturais, de reserva e do metabolismo secundário presentes em sementes. Os métodos 
originais foram referenciados e os métodos propostos podem apresentar pequenas modificações 
em relação aos originais, além de algumas opções de uso e comentários. Para orientar a avaliação 
dos resultados, foram selecionadas fotomicrografias de materiais exibindo reação positiva para os 
diferentes testes histoquímicos apresentados.

I. PRINCIPAIS COMPOSTOS PRESENTES EM SEMENTES 

De maneira geral, as sementes são constituídas pelo envoltório protetor (tegumento), material de reserva 
(endosperma ou, em alguns casos, perisperma) e embrião. O tegumento pode variar em número - de um a dois 
ou até estar ausente – e é constituído predominantemente por carboidratos, como celulose, hemiceluloses e 
pectinas, além de compostos fenólicos (por exemplo, lignina e lipídios, como cutina e ceras). 

O endosperma pode estar presente ou não na semente madura e, assim como o embrião (eixo embrionário 
e cotilédones) e outros tecidos seminais, acumular substâncias orgânicas de reserva, como lipídios, proteínas 
e carboidratos. Os lipídios de reserva são os triacilgliceróis, localizados em corpos lipídicos, e as proteínas mais 
abundantes são as globulinas e prolaminas, localizadas em corpos proteicos. Os carboidratos de reserva são 
o amido, localizado em amiloplastos, as hemiceluloses, constituintes da parede celular, além de sacarose e 
oligossacarídeos da série rafinósica - estes últimos localizados nos vacúolos. Metabólitos secundários como 
taninos, terpenoides e alcaloides também podem ocorrer nas células ordinárias ou em estruturas secretoras 
presentes em diferentes partes das sementes.



8

Métodos histoquímicos aplicados às sementes

!
II. MATERIAL EMPREGADO E SECCIONAMENTO

A histoquímica é a associação de técnicas histológicas a métodos físicos e químicos que 
permite identificar, localizar e, algumas vezes, quantificar compostos ou grupos de com-
postos químicos em células e tecidos. 

Os testes histoquímicos devem ser realizados, preferencialmente, em material fresco, mas também podem 
ser aplicados em material fixado, sem inclusão ou incluído em parafina ou metacrilato (resina), embora algu-
mas limitações estejam associadas ao processamento do material empregado. 

A consistência, o tamanho e o tipo de processamento do material determinam o modo de seccionamento. 
Material sem inclusão (fresco ou fixado) pode ser seccionado à mão livre, em micrótomo de mesa ou em crio-
micrótomo, e material incluído em parafina ou metacrilato, seccionado em micrótomo rotativo ou micrótomo 
rotativo de avanço automático.

Os cortes obtidos a partir de material sem inclusão, geralmente, são mais espessos e a coloração tende a 
ser mais intensa, mas alguns compostos podem ser “arrastados” do local de origem durante o seccionamento. 
Já os cortes obtidos a partir de material incluído em metacrilato ou parafina são mais delgados e a coloração 
tende a ser mais tênue, mas há maior garantia da compartimentalização real dos compostos e melhor resolu-
ção da imagem. 

O sucesso dos testes aplicados em material fixado e incluído depende também da manutenção do com-
posto que se quer identificar após o processo de fixação e inclusão e/ou da interação do reagente com o meio 
de inclusão. Por exemplo, lipídios de reserva são parcialmente extraídos durante o processo de inclusão em 
metacrilato ou parafina, enquanto soluções alcoólicas como o sudan interagem com o metacrilato, podendo 
interferir negativamente no resultado final. 

Os testes realizados em material fresco devem servir como referência para a análise dos resultados, pois 
não estão sujeitos à interação com fixadores, solventes e meios de inclusão. Além da realização do controle, é 
recomendada a comparação dos resultados com o branco (material sem a aplicação de reagentes ou coran-
tes), pois a coloração natural de algumas células pode ser semelhante ao resultado positivo esperado para um 
dado teste histoquímico ou interferir na coloração final.  Recomenda-se, também, o uso de material referência 
para assegurar a eficácia do reagente e do procedimento realizado. Pode-se considerar como material-refe-
rência aquele no qual há ocorrência comprovada de um dado composto: por exemplo, sementes de feijão 
para detecção de amido ou sementes de soja para detecção de lipídio e proteína.
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1.1. Lipídios totais

1.1.1. Sudan III, sudan IV e sudan black B (Método original: Pearse, 1972)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato* ou parafina).

Reagente:   Sudan III, sudan IV ou sudan black B 0,3% em etanol 70%. 
Preparo:      Sudan (III, IV ou black B)................................................................................3g

Etanol 70% ...............................................................................................100mL
Aqueça até a solução entrar em ebulição. Deixe esfriar. 
Utilize o sobrenadante da solução.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de sudan recém-filtrada por 15 a 30 minutos, em recipiente 

fechado (evite a evaporação do solvente e a formação de precipitados)
•	 Lave rapidamente em etanol 70%
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada)

*Procedimento para material incluído em metacrilato (Método original: O’Brien e McCully, 1981)
•	 Coloque a lâmina com os cortes em placa de petri, forrada com papel de filtro saturado 

com água 
•	 Pingue algumas gotas de sudan recém-filtrado sobre os cortes
•	 Tampe a placa de petri (evitar a evaporação do solvente e a formação de precipitados)
•	 Aguarde de 30 a 60 minutos
•	 Lave delicadamente em uma placa de petri com água (o metacrilato “enruga” em contato 

com a solução alcoólica e os cortes podem descolar nesse momento)
•	 Seque em temperatura ambiente
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada) 

Resultado: os lipídios coram de alaranjado com Sudan III (Figura 1), de vermelho com Sudan IV (Figura 
2), e de azul a negro com sudan black B (Figuras 3-4).

Controle: extraia os lipídios com solventes orgânicos ou realize o teste em material-referência.

Observação: em sementes oleaginosas, os reagentes específicos para identificação de lipídios coram 
parte do citoplasma onde se localizam os corpos lipídicos (não visíveis em microscopia de 
luz) e gotículas lipídicas, formadas durante o seccionamento do material. 
A inclusão em metacrilato ou parafina pode extrair parcialmente lipídios de reserva 
(triacilgliceróis), mas preserva lipídios estruturais (cutina e ceras).

 

LIPÍDIOS1
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Fig. 1-2. Cotilédones de sementes de Bauhinia variegata (Caesalpiniaceae) fixados em FAA50 e seccionados em micrótomo de mesa. 1. 
Corado com sudan III. 2. Corado com sudan IV.  Go, gotícula lipídica.

Lipídios

Fig. 3-4. Cotilédone de semente de Bauhinia variegata  (Caesalpiniaceae) fixado em FAA50 e corado com sudan black B. 3. Seccionado em 
micrótomo de mesa. 4. Incluído em metacrilato e seccionado em micrótomo rotativo. Go, gotícula lipídica.
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1.1.2. Sudan red B (Método original: Brundrett et al., 1991)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato* ou parafina).

Reagente:   Sudan red B 1% em etanol 95% e glicerina (1:1; v:v).
Preparo:      Sudan red B ........................................................................................................1g

Etanol 95% .................................................................................................100mL
Aqueça até a solução entrar em ebulição. Deixe esfriar. 
Glicerina.....................................................................................................100 mL
Utilize o sobrenadante da solução.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de sudan recém-filtrada por 15 a 30 minutos, em recipiente 

fechado (evite a evaporação do solvente e a formação de precipitados)
•	 Lave rapidamente em etanol 70%
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada)

* Procedimento para material incluído em metacrilato: ver item 1.1.1.

Resultado: os lipídios coram de vermelho com sudan red B (Fig. 5-6).

Controle: extrair os lipídios com solventes orgânicos ou realizar o teste em material-referência.

Observação: sudan red B também pode ser preparado em solução alcóolica, como descrito no item 
1.1.1, desde que solubilizado em etanol 95%. 

Fig. 5-6. Cotilédones de sementes de Bauhinia variegata (Caesalpiniaceae) fixados em FAA50 e seccionados em micrótomo de mesa. 5. 
Corado com sudan red B glicerinado. 6. Corado com sudan red B alcóolico. Go, gotícula lipídica.
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1.1.3. Vermelho neutro (Método original: Kirk, 1970)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagente:  Vermelho neutro 1% em tampão fosfato de sódio 0,1M pH 6,5.
Preparo:      Vermelho neutro 1%......................................................................................1 g

Tampão fosfato de sódio 0,1M pH 6,5 ..............................................100mL
Aqueça até a solução entrar em ebulição.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de vermelho neutro por 20 minutos 
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada)

Resultado: os lipídios emitem fluorescência secundária amarela sob luz ultravioleta (UV) (Fig. 7-8).

Controle: extraia os lipídios com solventes orgânicos ou realize o teste em material-referência ou com-
pare com a autofluorescência do mesmo material sob luz UV.

Observação: como o vermelho neutro é preparado em solução aquosa, não há restrições de uso em 
material incluído em metacrilato, principalmente na detecção de lipídios estruturais (Fig. 
8).

Fig. 8. Semente de Lycopersicon esculentum (Solanaceae) fixada em 
FAA50, incluída em metacrilato, seccionada em micrótomo 
rotativo e corada com vermelho neutro, sob luz UV. C, 
cutícula; go, gotícula lipídica.

Fig. 7. Cotilédone de semente de Bauhinia  variegata 
(Caesalpiniaceae) fixado em FAA50, seccionado em 
micrótomo de mesa e corado com vermelho neutro, sob luz 
UV. Go, gotícula lipídica.

Lipídios
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1.2. Lipídios neutros

1.2.1. Sulfato azul do Nilo (Método original: Cain, 1947)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado).

Reagente:    Solução de sulfato azul do Nilo 1% em ácido sulfúrico 1%.
Preparo:       Sulfato azul do Nilo..........................................................................................1 g

Água destilada ............................................................................................95 mL 
Ácido sulfúrico 1%.........................................................................................5 mL
Ferva a solução por 4 horas, esfrie, filtre e guarde. Mantenha a solução com pH 2.0.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de azul do Nilo 1% em ácido sulfúrico 1% por 5 a 10 minutos a 60 

ºC, em recipiente fechado (evitar a evaporação do solvente e a formação de precipitados)
•	 Lave em ácido acético por 30 a 60 segundos a 60 ºC
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada)

Resultado: os lipídios neutros coram de rosa e lipídios ácidos coram de azul (Fig. 9).

Controle: extraia os lipídios com solventes orgânicos ou realize o teste em de material referência.

Fig. 9. Cotilédone de semente de Bauhinia variegata 
(Caesalpiniaceae) fixado em FAA50, seccionado em 
micrótomo de mesa e corado com azul do Nilo. Go, gotícula 
lipídica.
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Lipídios

1.3. Lipídios insaturados

1.3.1. Tetróxido de ósmio (Método original: Ganter e Jollés, 1969/1970)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado).

Reagente:   Solução aquosa de tetróxido de ósmio 1%.
Preparo:       Tetróxido de ósmio............................................................................................1g

Água destilada..........................................................................................100 mL

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução aquosa de tetróxido de ósmio 1% por 1 hora (devido à toxi-

cidade do reagente, realize o procedimento em capela de exaustão, com luvas)
•	 Lave em água destilada
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada)

Resultado: os lipídios insaturados coram de negro (Fig. 10).

Controle: extraia os lipídios com solventes orgânicos ou realize o teste em material-referência.

Fig. 10. Embrião de semente de Acrocomia aculeata (Arecaceae) 
fixado em FAA50, seccionado em micrótomo de mesa e 
corado com tetróxido de ósmio. Go, gotícula lipídica.
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1.4. Óleos essenciais e oleorresinas

1.4.1. Reagente NADI (Método original: David & Carde, 1964)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado).

Reagentes: NADI (α-naftol e cloridrato de dimetilparafenileno diamina) e tampão fosfato de sódio 
0,05M.

Preparo: Solução A: α-naftol 0,1% em etanol 40%
α-naftol ..............................................................................................................................0,01g
Etanol 40% ......................................................................................................................... 1mL

Solução B:   cloridrato de dimetilparafenileno diamina 1%
Cloridrato de dimetilparafenileno diamina...........................................................0,01g
Água...................................................................................................................................... 1mL

Solução C:   tampão fosfato de sódio 0,05 M pH 7,2
Solução D:  tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,2

Solução A   (0,5 mL) + solução B (0,5 mL) + solução C (49 mL)
 
Procedimento: 

•	 Coloque os cortes no reagente recém-preparado por 1 hora, no escuro
•	 Lave rapidamente na solução D por aproximadamente 2 minutos
•	 Observe imediatamente, pois a reação é efêmera

Resultado: terpenos coram de azul (óleos essenciais) a vermelho (oleorresinas) e adquirem coloração 
violeta a púrpura quando ocorrem misturas de óleos essenciais e oleorresinas (Fig. 11-
12).

Controle: extraia os terpenos com solventes orgânicos ou realize o teste em de material referência. 

Fig. 11-12. Semente de Myristica fragans (Myristicaceae) reidratada, seccionada em micrótomo de mesa e corada com reagente NADI. 11. 
Embrião. 12. Endosperma. Cs, célula secretora; g, grão de amido; ol, óleo essencial; or, óleo-resina.
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1.5. Borracha

1.5.1. Oil red (Método original: Pearse, 1968 modificado por Jayabalan & Shah, 1968)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado).

Reagente:    Solução saturada de oil red O em ácido fórmico 90%.
Preparo:       Oil red O .................................................................................................................x g

Ácido fórmico 90%.....................................................................................100 mLs d

Procedimento:
•	 Coloque os cortes no reagente por 5 minutos
•	 Lave em água
•	 Monte em água ou glicerina 50%

Resultado: partículas de borracha coram de vermelho (Fig. 13)

Controle: realize o teste em material-referência.

Fig. 13. Tegumento da semente de Jatropha curcas (Euphorbiace-
ae) fixado em FAA50, seccionado em criomicrótomo e cora-
do com oil red. L, laticífero.

Lipídios
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2.1.  Xilidine Ponceau (Método original: Vidal, 1970)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagente:    Xilidine Ponceau 0,1% em ácido acético 3%.
Preparo:       Xilidine Ponceau..........................................................................................................0,1 g

Ácido acético 3%.....................................................................................................100 mL
Acertar pH da solução de xilidine Ponceau em 2,5 com ácido clorídrico.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de xilidine Ponceau por 15 a 30 minutos
•	 Lave em ácido acético 3% por 5 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: os corpos proteicos coram de vermelho (Fig. 14-15).

Controle: utilize secções tratadas com solução de anidrido acético 10% em piridina por 2 a 4 horas; 
uso de material-referência.

Fig. 14-15. Endosperma de semente de Lycopersicum esculentum (Solanaceae) fixado em FAA50 e corado com XP. 14. Sem inclusão 
seccionado em criomicrótomo. 15. Incluído em metacrilato e seccionado em micrótomo rotativo.  Cp, corpo proteico.

2 PROTEÍNAS
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2.1.  Xilidine Ponceau (Método original: Vidal, 1970)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagente:    Xilidine Ponceau 0,1% em ácido acético 3%.
Preparo:       Xilidine Ponceau..........................................................................................................0,1 g

Ácido acético 3%.....................................................................................................100 mL
Acertar pH da solução de xilidine Ponceau em 2,5 com ácido clorídrico.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de xilidine Ponceau por 15 a 30 minutos
•	 Lave em ácido acético 3% por 5 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: os corpos proteicos coram de vermelho (Fig. 14-15).

Controle: utilize secções tratadas com solução de anidrido acético 10% em piridina por 2 a 4 horas; 
uso de material-referência.

2.2.  Aniline blue black (Método original: Fisher, 1968)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagente:    Aniline blue black  1% em ácido acético 7%. 
Preparo:       Aniline blue black...........................................................................................1 g

Ácido acético 7% ....................................................................................100 mL
 

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de aniline blue black  por 10 minutos
•	 Lave em ácido acético 7% por 10 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: os corpos proteicos coram de azul (Fig. 16-17).

Controle: utilize secções tratadas com solução de anidrido acético 10% em piridina por 2 a 4 horas; uso 
de material-referência.

Fig. 16-17. Endosperma de semente de Lycopersicum esculentum (Solanaceae) fixado em FAA50 e corado com aniline blue black. 16. Sem 
inclusão seccionado em criomicrótomo. 17. Incluído em metacrilato e seccionado em micrótomo rotativo. Cp, corpo protéico.

Proteínas
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

2.3. Azul brilhante de Coomassie (Método original: Fisher, 1968)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagente:   Azul brilhante de Coomassie 0,25% em ácido acético 7%. 
Preparo:       Coomassie brilliant blue R250....................................................................0,25 g

Ácido acético 7%.......................................................................................... 100 mL
 
Procedimento:

•	 Coloque os cortes em solução de azul brilhante de Coomassie por 3 minutos
•	 Lave em ácido acético 7% por 10 minutos
•	 Lave  rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: os corpos proteicos coram de azul claro (Fig. 18-19).

Controle: utilize secções tratadas com solução de anidrido acético 10% em piridina por 2 a 4 horas; uso 
de material-referência.

Fig.18-19. Endosperma de semente de Lycopersicum esculentum (Solanaceae) fixado em FAA50 e corado com azul de Coomassie. 18. Sem 
inclusão e seccionado em criomicrótomo. 19. Incluído em metacrilato e seccionado em micrótomo rotativo.  Cp, corpo proteico.
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2.4. Azul de bromofenol (Método original: Mazia et al., 1953)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagente:   Solução alcoólica de azul de bromofenol 0,1% e cloreto de mercúrio 10%. 
Preparo:      Azul de bromofenol......................................................................................0,1 g

Cloreto de mercúrio.......................................................................................10 g
Etanol 95% ..................................................................................................100 mL

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de azul de bromofenol até os cortes apresentarem colora-

ção azul, em recipiente fechado (evitar a evaporação do solvente e a formação de preci-
pitados)

•	 Lave em ácido acético 0,5% por 15 minutos
•	 Lave em água por 3 minutos
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: os corpos proteicos coram de azul escuro a roxo (Fig. 20-21).

Controle: utilize secções tratadas com solução de anidrido acético 10% em piridina por 2 a 4 horas; uso 
de material-referência.

Proteínas

Fig. 20-21. Endosperma de semente de Lycopersicum esculentum (Solanaceae) fixado em FAA50 e corado com azul de bromofenol. 20. 
Sem inclusão e seccionado em criomicrótomo. 21. Incluído em metacrilato e seccionado em micrótomo rotativo.  Cp, corpo 
proteico.
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

3.1.  Polissacarídeos neutros 

3.1.1. Reagente de Schiff/ ácido periódico – PAS (Método original: O’Brien & McCully, 1981)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: ácido periódico 0,5%, reagente de Schiff e água sulfurosa.
Preparo:

Ácido periódico 0,5%
Ácido periódico ............................................................................................................0,5 g
Água destilada...........................................................................................................100mL
Reagente de Schiff
Fucsina básica (fucsina diamante)..............................................................................1g
Metabissulfito de sódio..................................................................................................4g
Ácido clorídrico 1N.......................................................................................................2 mL
Água destilada..........................................................................................................100 mL
Carvão ativado em pó.....................................................................................................1g
Ferva a água, adicione a fucsina básica e deixe esfriar até 60° C. Adicione o metabissulfito 
de sódio e o ácido clorídrico. Filtre a solução com papel duplo e deixe em repouso ab-
soluto por 24 horas, no escuro (cubra o frasco com papel laminado). Adicione o carvão 
ativado e agite vigorosamente. Filtre a solução em papel duplo. A coloração final deve 
ficar entre incolor e cor de palha (caso contrário, acrescente mais 1 g de carvão ativado e 
filtre novamente). Armazene o reagente de Schiff em frasco âmbar revestido com papel 
laminado, sob refrigeração. 
Água sulfurosa
Metabissulfito de sódio...............................................................................................0,5g
Ácido clorídrico 1N.......................................................................................................5 mL
Água destilada..........................................................................................................100 mL
Prepare a solução no momento do uso para as lavagens.

Procedimento:
•	 Oxide os cortes em solução aquosa de ácido periódico 0,5% (prepare a solução no mo-

mento do uso) por 9 minutos  
•	 Lave 3 vezes em água destilada por 3 minutos cada. Recomenda-se realizar a oxidação dos 

cortes no dia anterior ao teste
•	 Trate os cortes com reagente de Schiff por 30 minutos, no escuro
•	 Lave 3 vezes em água sulfurosa por 3 minutos cada 
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultados: polissacarídeos neutros coram de magenta (Fig. 22-23).

Controle: aplique o método sem a oxidação em ácido periódico. O controle é indispensável, pois a 
ocorrência de falso-positivo é usual.

CARBOIDRATOS3
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Observação: materiais fixados em aldeídos (glutaraldeído, paraformaldeído, Karnovsky) devem ser 
previamente tratados com solução de glicina 0,15M em tampão fosfato 0,1M por 12 horas.

Fig. 22-23. Semente de Bixa orellana (Bixaceae) fixada em FAA50, incluída em metacrilato, seccionada em micrótomo rotativo e corada com 
PAS. 22. Tegumento da semente com 90 dias após a antese. 23. Tegumento da semente com 120 dias após a antese. G, grão 
de amido.

Carboidratos
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

3.2.  Amido

3.2.1. Reagente de Lugol (Método original: Johansen, 1940) 

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Reagente de Lugol.
Preparo:      Iodo..................................................................................................................  0,3 g

Iodeto de potássio........................................................................................1,5 g
Água destilada.......................................................................................... 100 mL

Procedimento:
•	 Coloque os cortes no reagente de Lugol por 5 a 10 minutos
•	 Lave em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultados: os grãos de amido coram de marrom, roxo ou negro (Fig. 24-25).

Controle: uso de material-referência.

Observação: o reagente de Lugol também pode ser utilizado após coloração com azul de toluidina 
(Fig. 22). Neste caso, o reagente de Lugol deve ser diluído em água (1:4), e os cortes cora-
dos por aproximadamente 30 segundos. 

Fig. 24-25. Cotilédone de semente de Myrciaria grandifolia (Myrtaceae) fixado em FAA50, incluído em metacrilato e seccionado em 
micrótomo rotativo. 24. Corado com reagente de Lugol. 25. Corado com azul de toluidina e, em seguida, corado com reagente 
de Lugol. G, grão de amido.
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3.2.2.  Luz polarizada (Método original: Johansen, 1940)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Procedimento: observe os cortes sob luz polarizada.

Resultados: grãos de amido são visualizados como uma estrutura esférica brilhante com uma cruz 
escura no centro (“cruz de malta”) (Fig. 27).

Controle: trate previamente as secções com ácido clorídrico diluído para assegurar a dissolução de 
cristais de oxalato de cálcio, que também são birrefringentes sob luz polarizada.

Observação: grãos de amido são polímeros com regiões cristalinas e, portanto, anisotrópicos e 
birrefringentes. Ao atravessar um material birrefringente, a luz polarizada é decomposta 
em dois feixes polarizados planos, que formam um ângulo reto entre si.

Fig. 26-27. Endosperma de semente de Bixa orellana (Bixaceae) fixado em FAA50, incluído em metacrilato e seccionado em micrótomo 
rotativo. 26. Sem coloração, sob luz branca. 27. Sem coloração, sob luz polarizada. G, grão de amido.

Carboidratos
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

3.3.  Pectinas

3.3.1. Vermelho de rutênio (Método original: Johansen, 1940)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Solução aquosa de vermelho de rutênio 0,002%.
Preparo:       Vermelho de rutênio..................................................................................0,002 g

Água destilada................................................................................................10 mL
Agite a solução em agitador magnético, até a completa dissolução do reagente.

 
Procedimento:

•	 Coloque os cortes em solução de vermelho de rutênio por 10 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: pectinas coram de rosa a vermelho (Fig. 29-30).

Controle: uso de material-referência.

Fig. 28-30. Semente de Lycopersicum esculentum (Solanaceae) fixada em FAA50. 28. Sem inclusão, seccionado em criomicrótomo e sem 
coloração (branco). 29. Sem inclusão, seccionado em criomicrótomo e corado com vermelho de rutênio. 30. Incluído em 
metacrilato e seccionado em micrótomo rotativo, corado com vermelho de rutênio.
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Carboidratos

3.3.2.  Corifosfina (Método original: Weis et al., 1988) 

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes:  Solução aquosa de corifosfina 0,03%.
Preparo:       Corifosfina....................................................................................................0,03 g

Água destilada..........................................................................................100 mL

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de corifosfina por 5 a 10 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em água
•	 Observe em microscópio sob luz UV

Resultados: pectinas emitem fluorescência secundária alaranjada (Fig. 32-33).

Controle: comparar com a autofluorescência do mesmo material sob luz UV (Fig. 31).

Fig. 31-33. Semente de Lycopersicon esculentum (Solanaceae) fixada em FAA50. 31. Incluído em metacrilato, seccionado em micrótomo 
rotativo, sem coloração, sob luz UV (autofluorescência). 32. Sem inclusão, seccionado em criomicrótomo e corado com 
corifosfina. 33. Incluído em metacrilato, seccionado em micrótomo rotativo e corado com corifosfina. Pectinas emitem 
fluorescência secundária alaranjada (asteriscos).



28

Métodos histoquímicos aplicados às sementes

3.4.  β-1,3 e β-1,4 glucanos

3.4.1. Calcofluor white (Método original: Hughes & McCully, 1975)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Solução aquosa de calcofluor white 0,01%.
Preparo:      Calcofluor white......................................................................................0,01 g

Água destilada ............................................................................................100 mL

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de calcofluor white por 5 a 10 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em água
•	 Observe em microscópio sob luz UV

 
Resultado: β-1,3 e β-1,4 glucanos emitem fluorescência secundária azul clara (Fig. 34-35).

Controle: compare com a autofluorescência do mesmo material sob luz UV (Fig. 31).

Fig. 34-35. Semente de Lycopersicon esculentum (Solanaceae) fixada em FAA
50

 e corada com calcofluor white, sob luz UV. 34. Sem inclusão, 
seccionado em criomicrótomo. 35. Incluído em metacrilato, seccionado em micrótomo rotativo. β-1,3 e β -1,4 glucanos emitem 
fluorescência secundária branco-azulada (asteriscos).
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Carboidratos

3.5.  Mucilagem

3.5.1. Azul de toluidina (Método original: O’Brien et al., 1964)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Azul de toluidina 0,05% em tampão fosfato de sódio 0,1M pH 6,5.
Preparo:      Azul de toluidina..................................................................................... 0,05 g

Tampão fosfato de sódio 0,1M.............................................................100 mL

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de azul de toluidina por 15 a 30 minutos
•	 Lave em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina, gelatina glicerinada) para material sem inclu-

são (fresco ou fixado), ou em resina sintética (Permount, Entelan, verniz cristal) para mate-
rial incluído (metacrilato ou parafina)

Resultado: mucilagens e pectinas coram de rosa a roxo (Fig. 36-37).

Controle: uso de material-referência.
 
Observação: o azul de toluidina é um corante metacromático, que exibe coloração diferente de acor-

do com o substrato que reage. Mucilagens e paredes ricas em pectinas coram de roxo; 
paredes celulósicas coram de azul, e paredes lignificadas e fenólicos não estruturais co-
ram de verde.

Fig. 36-37. Semente de Lycopersicon esculentum (Solanaceae) (36) e ovário de Bixa orellana (Bixaceae) (37) fixados em FAA
50

, incluídos 
em metacrilato, seccionados em micrótomo rotativo e corados com azul de toluidina. Pectinas e mucilagens coram de roxo 
(asteriscos). 
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

3.6.  Calose 

3.6.1. Azul de anilina (Método original: Smith e McCully,1978) 

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Solução aquosa de azul de anilina 0,05%.
Preparo:      Azul de anilina..........................................................................................0,05 g

Água destilada...........................................................................................100 mL
A solução deve ser usada recém-preparada.

Procedimento:
•	 Coloque os cortes em solução de azul de anilina por 30 minutos
•	 Monte em água ou glicerina
•	 Observe em microscópio sob luz UV

Resultado: a calose emite fluorescência secundária amarela pálida (Fig. 38-39).

Controle: compare com a autofluorescência do mesmo material sob luz UV.

Fig. 38-39. Estigma da flor de Jatropha curcas (Euphorbiaceae) fixado em FAA
50

, clarificado em hipoclorito de sódio, corado com azul de 
anilina, e comprimido entre lâmina e lamínula, sob luz UV. Observar os depósitos de calose (setas) durante o desenvolvimento 
dos tubos polínicos. Gp, grão de pólen. 
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4.1.  Compostos fenólicos não estruturais

4.1.1. Cloreto férrico (Método original: Johansen, 1940)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Solução aquosa de cloreto férrico 10%.
Preparo:      Cloreto férrico III..........................................................................................10 g

Água destilada...........................................................................................100 mL

Procedimento: 
•	 Coloque os cortes em solução aquosa de cloreto férrico III por 15 a 30 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em meio hidratado (água, glicerina ou gelatina glicerinada)

Resultado: os compostos fenólicos totais coram de marrom a negro (Fig. 41).

Controle: uso de material referência.

COMPOSTOS FENÓLICOS 4

Fig. 40-41. Tegumento da semente de Jatropha curcas (Euphorbiaceae) fixado em FAA50 e seccionado em criomicrótomo. 40. Sem coloração 
(branco). 41. Corado com cloreto férrico. 
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

4.1.2.  Dicromato de potássio (Método original: Gabe, 1968)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes: Solução aquosa de dicromato de potássio 10%.
Preparo:      Dicromato de potássio..............................................................................10 g

Água destilada....................................................................................... 100 mL

Procedimento: 
•	 Coloque os cortes em solução aquosa de dicromato de potássio 10% por 15 a 30 minutos
•	 Lave rapidamente em água
•	 Monte em água ou glicerina

Resultado: compostos fenólicos totais coram de castanho avermelhado (Fig. 42).

Controle: uso de material-referência.

Observação: em materiais nos quais os compostos fenólicos já apresentam coloração castanha, há 
pouca diferença entre o branco e a reação positiva com dicromato de potássio. Nestes 
casos, o uso do cloreto férrico é mais adequado.

Fig. 42. Tegumento da semente de Jatropha curcas (Euphorbiaceae) fixado em FAA50, 
seccionado em criomicrótomo e corado com dicromato de potássio.
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Compostos Fenólicos

4.1.3. Vanilina clorídrica (Método original: Mace e Howell, 1974)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: apenas material fresco.

Reagentes: Solução de vanilina 0,5% em ácido clorídrico 9%
Preparo:       Vanilina............................................................................................................. 0,5 g

Ácido clorídrico 9%..................................................................................100 mL 

Procedimento: 
•	 Coloque os cortes em solução de vanilina clorídrica por 15 a 30 minutos
•	 Monte em ácido clorídrico 9% 

Resultado: os taninos condensados coram de vermelho (Fig. 44). 

Controle: uso de material-referência.

Fig. 43-44. Tegumento da semente de Bauhinia sp. (Caesalpiniaceae) fresca, seccionado em micrótomo de mesa. 43. Branco. 44. Corado 
com vanilina clorídrica. 



34

Métodos histoquímicos aplicados às sementes

4.2.  Compostos fenólicos estruturais (ligninas)

4.2.1.  Floroglucina ácida (Método original: Johansen, 1940)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado).

Reagentes: Floroglucina 2% em ácido clorídrico 25%.
Preparo:

Solução A: Floroglucina 2% 
Floroglucina ..................................................................................................................1,9g
Etanol 95%.................................................................................................................100mL
Solução B: Ácido clorídrico 25%
Ácido clorídrico.......................................................................................................... 25mL
Água.............................................................................................................................100mL

Procedimento: 
•	 Misture as soluções A e B (1:2) apenas no momento da realização do teste
•	 Coloque os cortes no reagente (solução A +B) por 5 minutos
•	 Monte em água, glicerina ou no próprio reagente 
•	 Observe imediatamente, pois a reação é efêmera

Resultado: as ligninas coram de rosa a vermelho (Fig. 46).

Controle: uso de material-referência. 

Fig. 45-47. Tegumento da semente de Ochroma lagopus (Malvaceae) fixado em FAA50. 45. Sem inclusão, seccionado 
em criomicrótomo, sem coloração (branco). 46. Sem inclusão, seccionado em criomicrótomo e corado com 
floroglucina ácida. 47. Incluído em metacrilato, seccionado em micrótomo rotativo e corado com azul de 
toluidina. Observe que a coloração esverdeada do azul de toluidina coincide com a região lignificada do 
tegumento, como indica a coloração rosada da floroglucina ácida. 
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Compostos Fenólicos

4.3.  Compostos fenólicos estruturais e não estruturais

4.3.1.  Azul de toluidina (Método original: O’Brien et al., 1964)

Possibilidades de uso: material sem inclusão (fresco ou fixado) ou incluído (metacrilato ou parafina).

Reagentes, preparo e procedimento: ver item 4.5.1.

Resultado: os compostos fenólicos estruturais (ligninas) coram de verde claro (Fig. 48), e compostos 
fenólicos não estruturais coram de verde escuro (Fig. 48- 49, 52).

Controle: uso de material-referência.    

Fig. 48-51. Tegumento da semente de Jatropha curcas (Euphorbiaceae) fixado em FAA50. 48 e 49. 
Incluído em metacrilato, seccionado em micrótomo rotativo e corado com azul de toluidina. 
50. Sem inclusão, seccionado em criomicrótomo e corado com floroglucina ácida. 51. Sem 
inclusão, seccionado em criomicrótomo e corado com cloreto férrico. Observe que o azul de 
toluidina cora de verde tanto compostos fenólicos estruturais (asterisco) como compostos 
fenólicos não estruturais (setas), ao contrário da floroglucina, que só reage com lignina, e do 
cloreto férrico, que só reage com compostos fenólicos não estruturais. 
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

Fig. 52-54. Tegumento da semente de Hibiscus esculentus (Malvaceae) fixado em FAA50, incluído em metacrilato e seccionado em 
micrótomo rotativo. 52. Corado com azul de toluidina. 53. Corado com cloreto férrico. 54. Corado com dicromato de potássio. 
Setas indicam região com presença de compostos fenólicos não estruturais. 
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5.1. Reagente de Wagner (Método original: Furr & Mahlberg, 1981)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: apenas material fresco.

Reagentes: Reagente de Wagner.
Preparo:

Iodeto de potássio .................................................................................................2g
Iodo .......................................................................................................................1,27g
Água ....................................................................................................................100mL

 
Procedimento: 

•	 Coloque os cortes no reagente 5-10 minutos
•	 Lave rapidamente em água 
•	 Observe imediatamente, pois a reação é efêmera

Resultado: alcaloides coram de castanho avermelhado (Fig. 56).

Controle: uso de material-referência. 

ALCALOIDES 5

Fig. 55-56. Embrião de semente de Coffea arabica (Rubiaceae) fresca, seccionada em micrótomo de mesa. 55. Sem coloração (branco). 56. 
Corado com reagente de Wagner.
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Métodos histoquímicos aplicados às sementes

5.2. Reagente de Dittmar (Método original: Furr & Mahlberg, 1981)

MÉTODO PROPOSTO

Possibilidades de uso: apenas material fresco.

Reagentes: Reagente de Dittmar.
Preparo:

Iodeto de potássio ..............................................................................................1g
Iodo ..........................................................................................................................1g
Água .................................................................................................................100mL

 
Procedimento: 

•	 Coloque os cortes no reagente 5-10 minutos
•	 Lave rapidamente em água 
•	 Observe imediatamente, pois a reação é efêmera

Resultado: alcaloides coram de castanho avermelhado (Fig. 58).

Controle: uso de material-referência. 

Fig. 57-58. Embrião de semente de Coffea arabica (Rubiaceae) fresca, seccionada em micrótomo de mesa. 57. Sem coloração (branco). 58. 
Corado com reagente de Dittmar.
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