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INTRODUCAO

A demanda por novas fontes de energia renovavel aumenta a cada ano por consequéncia do alto
consumo energético da sociedade atual e pelo fato do petrdleo ser a maior fonte de energia, uma fonte
de energia ndo renovavel (SAIFUDDIN et al., 2014). Diante desse cendrio, o Brasil, desde 2004, decidiu
promover um programa para producdo de biodiesel por meio de insumos vegetais (BRASIL, 2019).
Atualmente, o Brasil ¢ um grande produtor de 6leo vegetal. Porém a grande parte desse produto provém
de graos de soja. Por outro lado, a oleaginosa com maior produtividade do mercado atual é a palma de
oleo (Elaeis spp.), com capacidade produtiva por hectare de 7 a 10 maior que a soja (JAYANTHI et al.,
2015).

Para manutencdo da alta produtividade da palma de 6leo, é preciso a multiplicagcdo de gendtipos
superiores, um problema enfrentado hodiernamente, visto que a principal forma de propagacao dessa
palmeira ¢ via sementes (CUI; LAMADE; TCHERKEZ, 2020). As sementes tém alto grau de
heterozigosidade e produz lavouras nao-uniformes, por isso, a clonagem da palma de dleo via
embriogénese somatica apresenta-se como a Unica capaz de permitir uma propagagdo uniforme de
genotipos superiores (SILVA-CARDOSO; GOMES; SCHERWINSKI-PEREIRA, 2022).

Entretanto, durante a embriogénese somatica, algumas anormalidades podem ocorrer na
formacdo de plantas, como ¢ o caso da hiperhidricidade. Formag¢des com esta anormalidade podem
apresentar tecidos com aspecto translicido e vitreo em razdo do alto acumulo de agua, o que causa
prejuizos ao desenvolvimento geral do vegetal, ndo raramente levando-os & morte (GAO; XIA; AN,
2017). Entretanto, apesar de ser um fenomeno ja bastante conhecido na literatura, esse tipo de desordem
¢ pouco investigado em termos histolégicos, bioquimicos e moleculares, muitas vezes ndo citada ou
ignorada em protocolos de embriogénese somatica de palma de o6leo. Para identificar os possiveis
prejuizos da hiperhidricidade e elucidar os eventos envolvidos com esse fendmeno, a analise histologica
pode ser uma ferramenta eficaz. Adicionalmente, a caracterizacdo dos compostos nutricionais dos
embrides somaticos via histoquimica fornece informagdes sobre a sua qualidade fisiologica e as

semelhangas e diferengas em relagdo ao embrido zigotico (SILVA-CARDOSO et al., 2019). Diante do


mailto:inaemarie@hotmail.com

11l Simpésio de Propagacéao de Plantas e Producao de Mudas ISBN

'H Campinas-SP
27 a 29 de setembro de 2023 978-65-88904-06-0

exposto, este trabalho objetivou analisar as diferencas histoquimicas, especificamente com relagdo ao

contetido de proteinas e amido, entre embrides somaticos normais € hiperhidricos de palma de 6leo.

MATERIAL E METODOS

Para analise histoquimica, seis embrides somaticos de um hibrido interespecifico de palma de
oleo (Elaeis oleifera X E. guineensis) com dois fenotipos distintos (normal e hiperhidrico) foram
aleatoriamente separados. Os materiais foram obtidos diretamente do meio de diferenciagdo de embrides
somadticos (/2MS suplementado com 30 g/L de sacarose, 1 g/L de caseina hidrolisada, 0,25 g/L de
aminodcidos - glutamina, asparagina, cisteina e arginina, 1 mg/L de acido giberélico, 2,3 g/L de phytagel
e 1,5 g/L de carvao ativado), apos 360 dias de cultivo.

As amostras foram fixadas, desidratas e emblocadas em resina conforme metodologia abaixo.
A fixacdo foi realizada em solugdo Karnosvsky modificada com paraformaldeido 4%, glutaraldeido
2,5% e tampao cacodilato de sodio 0,05 M (pH 7,2), na qual as amostras permaneceram por 24 h dentro,
sendo que a primeira hora sob condi¢do de vacuo. Posteriormente, foram realizadas trés lavagens com
solugdo de cacodilato de sédio, por 1 h cada, todos em condi¢des de vacuo. A desidratagdo foi feita em
série etanolica crescente (70-100%, 1 hora cada, sob vacuo) e a infiltragdo em historresina (Leica,
Heidelberg, Germany), seguindo as especificacdes do fabricante. Utilizando-se micrétomo rotativo
manual (Leica®, RM212RT), cortes seriados longitudinais e transversais de 7 um foram obtidos,
distendidos e aderidos as laminas microscopicas com uso de placa aquecedora a 40 °C. Testes
histoquimicos também foram realizados para verificar a presenga de proteinas e amido, respectivamente,
utilizando-se Xylidine ponceau (XP) (VIDAL, 1970) e Lugol (JOHANSEN, 1940).

As imagens foram registradas por meio de microscopio (Leica, Mod. DM 300) acoplado ao

computador contendo software de captura de imagens (Software LAS EZ 2.0).

RESULTADO E DISCUSSAO

Conforme as analises histoquimicas, verificou-se que os embrides somaticos normais
apresentaram quantidades maiores de reservas nutricionais — amido e proteina (Fig. 1 A-D), em relagdo
ao grupo hiperhidrico (Fig. 1 E-G). Verificou-se também que a distribui¢@o das reservas amilaceas em
embrides somaticos normais se concentrou na regido distal, enquanto as reservas proteicas
concentraram-se na regido proximal das amostras (Fig. 4). Ja nos embrides hiperhidricos, verificaram-

se apenas reservas proteicas (Fig. 1 G).
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FIGURA 1 - Analise histoquimica de embrides somdticos hiperhidricos e normais de um hibrido
interespecifico de palma de 6leo (Elaeis oleifera x E. guineensis) corados com Lugol e Xylindine
Ponceau (XP). A-B: Secgdes longitudinais de embrides somaticos normais coradas com Lugol. C-D:
Secgdes longitudinais de embrides somaticos normais coradas com XP. E-G: Secg¢des longitudinais de
embrido somaticos hiperhidricos coradas com XP. Abreviacdes: am: amido, pc: procdmbio, pd:
protoderme, cp: procdmbio, pt: proteina, rd: regido distal, rp: regido proximal. Barras: A, C e E: 500

um; B e D: 50 um; F e G: 200 pm.

ElidaSova et al. (2022) citam que diversos carboidratos ndo estruturais tém diversas func¢des
dentro das plantas, dentre elas, destaca-se o papel como agente de controle osmotico, na regulagdo
génica e nas vias de sinalizacdo. Dessa forma, hipotetiza-se que os grdos de amido visualizados nos
embrides somaticos normais podem participar do controle do acimulo de 4gua no apoplasto (DRIES et
al., 2013).

Ao analisar a quantidade de proteinas pelo teste histoquimico, percebe-se menor contetido
proteico nos embrides somaticos hiperhidricos, devido ao fato dessa anormalidade possivelmente causar
mudancas na biossintese de aminoacidos e, consequentemente, uma baixa taxa proteica (KEVERS et

al., 2004). Além disso, o grande acumulo de agua, tipico de embrides hiperidricos, pode causar
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mudangas estruturais nas enzimas e nas vias metabodlicas de produgdo de proteinas (POLIVANOVA;
BEDAREYV, 2022).

Em palmeiras, os embrides zigéticos apresentam grande quantidade de reservas de proteinas,
que podem estar relacionadas com o desenvolvimento da semente até sua fase de independéncia
fotossintética (MAZZOTTINI-DOS-SANTOS et al., 2017). Ribeiro et al. (2019) identificaram que um
balango de proteinas relacionadas ao estresse oxidativo ¢ necessario para suportar os diversos estresses
causados pela embriogénese somatica e garantir uma taxa balanceada de oxidagdo. Além disso, percebe-
se uma forte relacdo entre a hiperhidricidade e super expressao de genes ligados a atividade antioxidante
como catalase e superoxido dismutase (SOUNDARARAJAN et al., 2017).

Diante dos resultados obtidos, constata-se a importancia das reservas amilaceas e proteicas na
manutenc¢do do fendtipo normal de embrides somaticos de palma de 6leo. Investigagdes bioquimicas e
moleculares posteriores sdo necessarias para a elucidagdo detalhada do papel do amido e proteinas na

qualidade fisiologica de embrides somaticos dessa palmeira.

CONCLUSOES

Embrides somaticos normais apresentam melhor qualidade fisiologica, visto que exibem uma
maior quantidade de reservas proteicas e de amido, que favorece o processo germinativo, o incremento
do vigor das plantas ¢ a plena germinagdo. A distribuigdo de proteina e amido foi distinta nesses
embrides somaticos com relacdo as regides proximal e distal. J& os embrides somaticos hiperhidricos

ndo apresentaram reserva de amido e exibem um menor contetudo proteico.
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