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Resumo: Espectrometria de raios-x por dispersdao de energia (EDS) ¢ uma analise realizada por um
equipamento acoplado ao microscopio eletronico de varredura (MEV) que permite fazer uma avaliagdo
quimica qualitativa e semiquantitativa de amostras. A microscopia eletronica de varredura ¢ um método
amplamente utilizado em diversas areas de estudo. Este trabalho objetivou desenvolver um protocolo para
analise da composi¢cdo quimica de células dos tecidos de raizes de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.)
por EDS. Virios ensaios foram realizados seguindo método padrao, com modificagdes, até a selecdo de
procedimento ideal para andlise de raizes de dendezeiro. As amostras de raizes de E. guineensis devem
ser coletadas e fixadas em FAA 50% ou FNT. Para submissdo ao ponto critico o material deve ser
seccionado no tamanho maximo de 0,5 cm de altura, apos desidratagdao em série alcodlica etilica, para
posterior metalizacdo em ouro. As raizes devem ser seccionadas e os pontos devem ser uniformemente
distribuidos entre tecidos especificos. Os pontos de leitura apresentaram resultados mais consistentes
quando localizados no contetido celular. Quando o ponto ¢ posicionado na parece celular dos tecidos,
torna-se dificil a detecgdo de alguns elementos quimicos. O procedimento do ponto critico ¢ fundamental
para obtengdo de melhores resultados. A analise quimica semiquantitativa em EDS ¢ um método que,
quando devidamente conduzido, pode contribuir com estudos em diversas areas do conhecimento.
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Introducio

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é um método amplamente utilizado em diversas
areas de estudo, pois fornece informacdes através de detalhes, em aumentos de até 300.000 vezes
dependendo do equipamento utilizado (DUARTE et al., 2003). As imagens eletronicas sao geradas por
meio da incidéncia de um feixe de elétrons, sob condi¢cdes de vacuo, gerando diversos efeitos na
superficie da amostra, destacando-se a emissao de elétrons, os quais sao captados para gerar as imagens, €
a ionizacao de 4tomos, que produz os raios-x (COSTIL 2013; DUARTE et al., 2003).

A anélise quimica por espectroscopia de raios-x por dispersdo de energia (EDS), ¢ uma andlise

realizada por um equipamento acoplado ao microscopio eletronico de varredura, que permite fazer uma
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avaliacdo qualitativa e semiquantitativa, a partir da emissao de raios—x caracteristicos; tal artificio permite
a indicacdo da presenga de elementos quimicos em diversos tipos de componentes da amostra, seja
mineral ou organico (COSTI, 2013; DUARTE et al., 2003). Na botanica, este procedimento ¢ bastante
utilizado para a identificagdo da composicdo quimica de cristais muito presentes em tecidos vegetais,
principalmente nas folhas.

A cultura do dendezeiro ¢ uma cultura de grande importincia econdmica no mundo todo, devido o
grande mercado consumidor que possui, principalmente no Brasil. Tem sido um dos principais objetos de
estudo nas ultimas décadas devido a doenga Amarelecimento Fatal (AF), que ainda possui causa
desconhecida. Durante a realizacao dos ensaios para cumprimento de atividades relacionadas a anatomia
de orgaos vegetativos de dendezeiro foi observado que o método padrao de preparo de amostras para
andlises em EDS nao era adequado para raizes, portanto, foi percebida a necessidade de desenvolver um
protocolo ideal para observagdo desse 6rgdo. Tendo isso em vista, este trabalho teve como objetivo
desenvolver um protocolo para andlise da composi¢do quimica de células dos tecidos de raizes de

dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) por EDS.

Material e Métodos

Vérios ensaios foram realizados seguindo método padrao, com modificacdes, até a selecao de
procedimento ideal para andlise de raizes de dendezeiro. Foram coletadas amostras de raizes de cinco
plantas de E. guineensis Jacq., do tipo Tenera, sob condi¢des de campo, em uma area pertence a empresa
MARBORGES Agroindustria S.A.

As raizes coletadas foram cortadas em tamanhos de 10, 5 ¢ 3 cm e imediatamente fixadas em FAA
50% (Formol, Alcool e Ac. Acético) e FNT (Formalina Neutra Tamponada), onde foram mantidas por 7,
5 e 2 dias até troca para alcool etilico 70%, para conservagdo (DEMARCO, 2012).

Posteriormente, as amostras foram seccionadas no tamanho maximo de 0,5 cm de altura e
selecionados aleatoriamente para serem desidratados em bateria alcoolica de 70%-100%, por um periodo
de 1:30 horas, por tratamento. Parte das amostras foram submetidas ao procedimento de ponto critico
para posterior metalizacdo em ouro, procedimento obrigatoriamente necessario a microscopia eletronica
de varredura (MEV/EDS) (POTIGUARA et al., 2013). As amostras que ndo passaram por esse estagio,
foram secas ao ar e submetidas diretamente a metalizagdo. As raizes foram seccionadas no plano
transversal, de forma que na mesma imagem pudessem ser selecionados 30 pontos uniformemente
distribuidos entre 4 tecidos das raizes: aerénquima, endoderme, xilema e floema. As analises foram
realizadas no Laboratério de Microanalises - MEV — MICROSSONDA — do Instituto de Geociéncias da
UFPA. O equipamento utilizado foi o MEV modelo LEO-1430, com EDS Sirius-Gresham acoplado.

As condigdes para as analises em EDS foram: corrente do feixe de elétrons = 90 pA, voltagem de
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aceleracdo constante = 20 kv, distancia de trabalho = 15 mm. Tempo de contagem para analise dos
elementos = 30 s. Tais pardmetros sdo padrdes de andlise estabelecidos pelo laboratorio para esse
equipamento, onde variaram apenas a ampliacdo das imagens devido a diferenca de tamanho em didmetro
entre as amostras. Foram observados os elementos quimicos aluminio, célcio, enxofre, fosforo, silicio e

zinco.

Resultados e Discussao

A partir dos ensaios realizados, observou-se que os dois fixadores utilizados se mostraram
eficientes na conservagao dos tecidos, independentemente do tempo de exposi¢do das amostras, ou seja, o
fixador utilizado sera escolhido de acordo com as substancias que se deseja analisar nas amostras, uma
vez que o FAA ¢ mais eficiente na conservagdo de substancias hidrofilicas e o FNT na conservacdo de
substancias lipofilicas presentes nas células (DEMARCO, 2012).

A fixagao dos materiais se mostrou mais eficiente nas amostras cortadas abaixo dos 5cm, uma vez
que o fixador pode penetrar melhor nos tecidos do cortex, agindo de forma mais eficiente, sem bolhas de
ar dentro dos tecidos. Isso ocorre porque o fixador ndo penetra de forma eficiente pela epiderme da raiz,
devido uma camada de células imediatamente abaixo da epiderme, que conforme as raizes vao
envelhecendo, tornam-se mais lignificadas, conferindo maior rigidez as raizes mais velhas e maiores em
diametro (CARVALHO, 2000).

Em rela¢do a fase de ponto critico, as amostras que ndo passaram por esse estidgio apresentaram
rasgaduras, isto €, células rompidas, além de perda de conteudo celular nos tecidos mais frageis, como
parénquimas e o aerénquima. No entanto, as amostras submetidas ao ponto critico, permaneceram muito
bem conservadas e sem danos na fase final de anélise, ficando evidente que o ponto critico ¢ essencial
para a obten¢do de resultados, uma vez que preserva melhor os tecidos da amostra e o conteido das
células, tornando mais consistente e facilitando a obten¢do dos dados pelo equipamento, pois evita
discrepancia entre as leituras nos diferentes pontos de interesse.

A leitura dos elementos quimicos pelo equipamento depende muito da localizagdo do ponto. Os
pontos selecionados apresentaram resultados de leitura mais consistentes quando localizados no contetido
celular dos tecidos analisados, ou seja, com resultados acima de 1% (limite de deteccdo considerado). Os
melhores resultados de leitura foram obtidos no aerénquimas e endoderme, por causa da maior presenca
de conteudo nas suas células. Quando o ponto de leitura ¢ posicionado na parece celular dos tecidos,
torna-se dificil a deteccdo de alguns elementos, uma vez que a parede celular ¢ uma estrutura composta
basicamente de celulose e outros elementos estruturais como a lignina. Carvalho (2000), observou, em
raizes de dendezeiro, que em alguns tecidos na camada interna do cortex, préximos ao cilindro vascular

como a endoderme, por exemplo, também tendem a se lignificar com o envelhecimento.
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Conclusoes

Foi desenvolvido um protocolo para analise da composi¢cdo quimica de células dos tecidos de raizes
de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) por EDS, observando que o preparo adequado das amostras ¢
essencial para obtencdo de resultados mais confidveis. Os procedimentos que devem ser consideradas
para analises de raizes de dendezeiro sdo: as amostras devem ter tamanho inferior a Scm quando fixadas
em FAA ou FNT, para melhor fixacdo dos tecidos; as sec¢des, com até 0,5 cm de altura devem ser
submetidas ao ponto critico, garantindo a maxima preservagdo do conteudo celular, onde os pontos de
leitura devem ser localizados prioritariamente. Dessa forma, esse trabalho vai contribuir para a otimizar

estudos em raizes desta espécie, que utilizem a técnica MEV/EDS, em diversas areas do conhecimento.
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