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1. INTRODUÇÃO 

 

As palmeiras são plantas da família Arecaceae, compreendem 188 gêneros e 

aproximadamente 2.585 espécies, distribuídas em áreas tropicais e subtropicais do mundo 

principalmente nas regiões da África, Américas e Ásia-Pacífico (PALM WEB, 2018). O Brasil 

possui uma riquíssima flora Arecaceae, sendo o terceiro país do mundo em diversidade de 

espécies nativas, com cerca de 37 gêneros e 296 espécies (FLORA DO BRASIL, 2018).  

É um grupo facilmente reconhecido fazendo parte da composição da paisagem natural. 

Apresentam um grande número de espécies que contribuem no cotidiano das comunidade, 

amplamente utilizado pela população a níveis de subsistência, tanto para alimentação como 

para cobertura de casas, construção de residências e ornamentação (HENDERSON, 1995). As 

palmeiras são de grande importância econômica, são utilizadas para a produção de ceras, 

óleos, cremes, fibras e palmitos (TOMLINSON, 1979).  

O gênero Elaeis pertencente a família Arecaceae desperta grande interesse agronômico 

e econômico devido seu uso em vários ramos dentres eles a obtenção de dois produtos que são 

extraídos dos frutos e das sementes: óleo de palma ou óleo de dendê, que é extraído do 

mesocarpo do fruto, e o óleo de palmiste, extraído da amêndoa (semente). O beneficiamento 

realizado com os frutos da espécie gera uma variedade muito grande de produtos e coprodutos 

que são aproveitados pela indústria, sendo os produtos obtidos através da extração de 20% 

para o óleo de palma bruto, 1,5% para o óleo de palmiste, 3,5% para a torta de pamiste, 12% 

para as fibras e 5% para as cascas (HARTLEY, 2000). 

O óleo de palma apresenta baixo custo de produção, boa qualidade e ampla utilização, 

sendo matéria prima para diferentes segmentos nas indústrias oleoquímicas, farmacêuticas, de 

sabões e cosméticos, mas seu principal uso é na alimentação humana no preparo de 

margarinas, gorduras sólidas, óleo de cozinha, maionese, panificação, leite e chocolate 

artificiais (FRANZ, 2000). De acordo com The Economist (2018), seu uso tem se 
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intensificado na indústria alimentícia, devido à substituição da gordura trans, sendo o óleo 

utilizado em cerca de 50% de todos os produtos industrializados que se pode encontrar nos 

supermercados, além de ser o óleo de fritura mais consumido na Ásia.  

O gênero tem o reaproveitamento em fibras e cascas, utilizadas para a alimentação de 

caldeiras como combustíveis, assim como a torta de palmiste, tanto usada na composição de 

ração animal, ou como complemento de fertilizantes (LEVERMANN; SOUZA, 2014; 

VIEGAS;  MULLER, 2000). 

1.1 Elaeis oleifera (Kunth) Cortés - Caiaué   

Em 1816, a espécie foi descrita por Humbolt, Bompland e Kunth com a denominação 

de Alfonsia oleifera (CUNHA et al., 2009). Somente em 1897, Cortés reclassifica a espécie 

considerando o gênero Elaeis adotado por Jacquin (TROPICOS, 2018).  

De acordo com Ooi et al. (1981), o centro de origem do Elaeis oleifera está na América 

Central, em razão do baixo nível de variabilidade encontrada nas populações do Brasil, 

comparadas àquelas da Costa Rica, Panamá e Colômbia. Barcelos (2002), ao realizar estudos 

com marcadores moleculares, indica ser a região da Alta Amazônia (Oeste do Brasil, Peru e 

Equador), como a zona de importante diversidade genética da espécie. 

No Brasil, ocorre em solos de origem antropogênica denominados de terra preta de 

índio, solo este que apresenta alta fertilidade em virtude dos elevados teores de fósforo, cálcio 

e matéria orgânica (CORLEY; TINKER, 2003; MEUNIER, 1976; OOI et al., 1981). Quando 

comparada a outros países, a espécie pode ser encontrada em diferentes ambientes, sendo na 

Colômbia, em depressões existentes em áreas de pastagens, áreas úmidas ou mesmo alagadas 

e próximo as margens dos rios. No Suriname, grandes populações crescem em solos 

quimicamente pobres e arenosos e, na Costa Rica desenvolve-se às margens dos rios, em 

solos úmidos e em pastagens íngremes (CUNHA et al., 2009). 
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De acordo com Ooi et al. (1981), a espécie é frequente na região central do Estado do 

Amazonas, em áreas próximas aos rios, e segundo Clement et al. (2005), sua ocorrência 

também está associada a locais de anterior ocupação indígena, sugerindo assim um 

mecanismo de dispersão dessa espécie. Barcelos (1986), através de suas coletas observou não 

ter encontrado palmeira ocorrendo isoladamente nas florestas ou em clareiras, mas sempre em 

aglomerados de poucos indivíduos. 

Na Amazônia brasileira Elaeis oleifera é conhecida como caiaué, que na língua indígena 

significa  planta que anda (corozo). Em outros países possue outras denominações como 

Alfonsia, Corozo (LEITMAN et al., 2015) em Honduras é conhecido como óleo de ojon 

(MUNGUIA; COLLINS, 2006). 

Apresenta produção razoável de cachos, mas com baixo conteúdo em óleo nos frutos, 

limitando assim o rendimento por hectare deste produto (BARCELOS et al., 2001). O 

comportamento procumbente não está relacionado a condições ecológicas específicas, pois 

ocorre em diferentes tipos de ambientes e de solo, estando relacionado ao tamanho e ao peso 

da coroa foliar em comparação com o limitado sistema radicular (BARCELOS, 1986; 

CUNHA et al., 2009). 

Estudos com Elaeis oleifera iniciaram e intensificaram no Brasil na década de 1980, 

quando a Embrapa em cooperação com o IRHO (Institut de Recherches pours lês Huiles et 

Oléagineux) da França realizou ampla coleta de germoplasma nas principais populações 

nativas do Amazonas. Estas coletas foram divididas em seis grupos: Grupo I/Rio Solimões, 

Grupo II/Rio Negro próximo à região de Manaus-AM, Grupo III/Rio Madeira, sendo que 

neste grupo cerca de 70% das subamostras foram coletadas em “terra preta de ‘’ Índio”, 

Grupo IV/Rio Amazonas, Grupo V/BR 174 e Grupo VI/Manaus (BARCELOS et al., 2001). A 

região mais bem representada na coleção é a do Rio Madeira (Manicoré), visto que os estudos 

de diversidade genética com base em caracteres morfológicos e de marcadores moleculares 
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com populações desta região, demonstraram ser mais promissoras em testes de progênies de 

meios irmãos (CUNHA et al., 2009) e hibridizações interespecíficas com dendezeiro entre 

outros (CUNHA et al., 2005).  

1.2 Descrição morfológica 

De acordo com Meunier (1976),  Elaeis oleifera possui folhas que conferem seu aspecto 

típico: Os folíolos são normalmente 100 pares, dispostos em um mesmo plano sobre a raque, 

conferindo aspecto liso. Apresenta na parte basal do folíolo uma protuberância sem cor, que o 

diferencia do dendê que apresenta cor amarelo-claro (CUNHA et al., 2005) além da cor as 

folhas apresentam espinhos curtos e grosso no pecíolo (VALLEJO; CASSALETT, 1975). O 

comprimento das suas folhas é muito variável: uma planta adulta pode conter até 42 folhas 

funcionais e comprimento entre 1,88 e 7 m (CORLEY; TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009). 

Elaeis oleifera é uma planta monóica, alógama, com inflorescências solitárias, curtas e 

unissexuais (DRANSFIELD et al., 2008). A raque floral apresenta comprimento de 15 a 20 

cm, suportanto as raquilas que medem de 6 a 20 cm de comprimento (WESSELS BOER, 

1965). A flor feminina é formada por seis pétalas rodeadas por duas ou três pequenas brácteas 

e mede cerca de 8 mm de comprimento e 6 mm de largura.  A inflorescência masculina é 

envolta por duas espatas, que se rompem por ocasião da sua emissão (CUNHA et al., 2009). 

As espatas são dispostas sobre uma raque floral de 10 a 15 cm de comprimento, em espiral, 

entre 40 e 200 raquilas, com 8 a 14 cm de comprimento e cerca de 1 cm de diâmetro, 

ligeiramente angulares (CORLEY; TINKER, 2003; WESSESLS BOER, 1965).  

O ovário é trilocular, apresentando três estigmas persistentes, que são de coloração 

amarelo-esverdeada quando imaturos e vermelho-alaranjada após a antese. O período da 

antese na inflorescência feminina é mais demorada do que em outras palmeiras podendo durar 

3 ou 4 semanas (RAO; CHANG, 1982). De acordo com Ooi et al. (1981) palmeiras com longa 

duração da antese mostram amadurecimento desigual. A inflorescência masculina está 
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disposta sobre uma raque floral de 10 a 15 cm de comprimento, em espiral, contendo entre 40 

a 200 raquila, medindo 8 a 14 cm de comprimento e aproximadamente 1 cm de diâmetro 

(CORLEY; TINKER, 2003; CUNHA et al., 2009), sempre protegida pela espata. O número de 

flores na inflorescência feminina é maior do que ao encontrado no dendê (Elaeis guneensis), 

contudo não tem sido encontrada a formação de grandes cachos; mesmo plantas crescendo em 

condições favoráveis raramente produzem cachos pesando mais de 20 kg. 

As inflorescências masculinas e femininas são visitadas por várias espécies de insetos, 

seus principais polinizadores são os besouros nativos da família Curculionidae, dos gêneros 

Celetes, Grasidius e Couturierius (COUTURIER et al., 1999; LUCCHINI et al., 1984; 

O’BRIEN et al., 2004). 

O fruto mede 2,5 a 3 cm de comprimento e 1,8 a 2 cm de diâmetro, é elipsoide-oblongo 

(HENDERSON, 1995; MIRANDA et al., 2001; MIRANDA; RABELO, 2006). Uma 

característica marcante são seus cachos que apresentam frutos partenocárpicos e frutos 

abortados (CUNHA et al., 2009). O cacho de Elaeis oleifera apresenta entre 8 kg a 12 kg, em 

plantas de subamostras de Elaeis oleifera, da origem Manicoré (Barcelos), usadas como 

genitores para produção de sementes comerciais do hibrido BRS-Manicoré, o peso dos cachos 

com polinização cruzada é por volta de 5,5 kg a 18 kg (CUNHA et al., 2009). 

O tronco do Elaeis oleifera caracteriza-se por um crescimento anual em altura entre 5 e 

10 cm, é cilindro e maciço. Mantém-se ereto até completar 15 anos de idade, curvando-se 

então sobre o solo, o que é uma característica marcante da espécie; aos poucos a parte basal se 

decompõe, contudo ela não morre, devido formar um novo sistema radicular adventício. Um 

fator limitante deste processo é que a planta passa por um período improdutivo até que 

reestabeleça um novo sistema radicular e se erga novamente (CUNHA et al., 2005). Em 

algumas coleções de Elaeis oleifera no Congo, algumas plantas permaneceram eretas mais de 

40 anos após o plantio (HARTLEY, 1988).  
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O sistema radicular de Elaeis oleifera apresenta uma raiz primária após a germinação, 

às raízes laterais são finas, o sistema radicular é do tipo fasciculado, composto de raízes 

primárias, secundárias, terciárias e quaternárias. Em plantas adultas, milhares de raízes 

emergem do bulbo radicular, órgão volumoso hemisférico de 80 cm de diâmetro, que penetra 

cerca de 40 a 50 cm no solo, formado a partir de entrenós da base do estipe (HARTLEY, 

1988). Com três anos de idade a planta apresenta um sistema radicular entre 10 e 50 cm de 

profundidade. Conforme o seu desenvolvimento as raízes vão se distanciando podendo chegar 

até cinco metros de distância no solo (BLANK, 1952; CUNHA et al., 2005; MEUNIR, 1976). 

1.3 Importância do melhoramento genético para a espécie  

Elaeis oleifera desperta interesse em programas de melhoramento genético, devido 

apresentar tais características: resistência ou tolerância ao amarelecimento fatal, redução do 

crescimento em altura do tronco e óleo mais fluido em temperatura ambiente, por apresentar 

maior concentração de ácidos graxos insaturados.(CAMARERO, 1981; TAM et al., 1977).  

A espécie apresenta relativa facilidade de hibridação com Elaeis guineensis produzindo 

híbridos viáveis que constituem em uma fonte de grande variabilidade genética a ser 

explorada (CUNHA; LOPES, 2010; LOPES et al., 2012).  

Por vários anos são realizados trabalhos visando a seleção de materiais com 

características agronômicas de interesse, entretanto ainda é baixo o número de materiais 

selecionados, melhorados e lançados convencionalmente, em razão do longo ciclo da cultura 

(LOW et al., 2008). Uma preocupação observada nos programas de melhoramento da espécie 

refere-se à multiplicação dos genótipos selecionados, todavia a principal forma de propagação 

é via sementes, em condições naturais a germinação é baixa e desuniforme, podendo demorar 

anos (HUSSEY, 1958). As sementes são importantes para o melhoramento devido 

constituirem o centro das alterações genéticas naturais ou planejadas em programas de 

melhoramento genético vegetal (MARCOS-FILHO, 2005).  É de conhecimento que algumas 
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sementes de palmeiras normalmente apresentam dormência (LORENZI et al., 2004), que é 

um fator interno da semente de muitas espécies de Arecaceae ocorrendo em diferentes graus 

(ODETOLA, 1987). A dormência  pode ser: fisiológica, morfológica e física (BASKIN; 

BASKIN, 2004; FINNCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006).  

Em Elaeis oleifera as baixas taxas de germinação ocorrem devido a dormência 

manifestada após a maturação fisiológica, sem a interrupção artificial, a germinação pode 

demorar anos. A dormência que ocorre em diásporos de Elaeis oleifera é a resitência física, 

devido o endocarpo apresentar consistência dura e densa que dificulta à absorção de oxigênio 

e o alongamento do embrião. Para realizar a quebra desse tipo de dormência são realizados 

tratamentos termicos em diásporos de Elaeis oleifera acelerando a germinação (LIMA et al., 

2017). Não há registros de estudos que elucidem o tipo de dormência que possa ocorrer na 

semente (tegumento, endosperma  e embrião), apenas se conhece a dificuldade que a semente 

encontra para germinação. Com isso, conhecer a morfologia e anatomia da semente nos 

permitirá fazer a identificação das suas estruturas, e oferecer subsídios a interpretação correta 

da germinação (GROTH; LIBERAL, 1988). Outra forma de tentar solucionar os problemas 

decorrentes das dificuldades de germinação in situ, desuniformidade das plântulas formadas, 

bem como clonagem de materiais selecionados no cultivo in vitro, seria o uso de uma técnica 

da cultura de tecidos que é a embriogênese somática. Esta ferramenta é de grande valia, 

devido ser utilizada para a propagação massal de plantas elites, pois possibilita elevadas taxas 

de multiplicação (GUPTA et al., 1993). 

1.4 Embriogênese somática 

A embriogênese somática é um processo pelo qual células haplóides ou somáticas 

desenvolvem-se sem a fusão de gametas, dando origem a uma planta (WILLIAMS; 

MAHESWARAN, 1986). A embriogênese somática (ES) é a resposta que mais expressa o 

fenômeno da totipotência celular (ETIENNE et al., 1993; SOLANO, 2001).   
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 Pode-se dizer que, a embriogênese somática é um processo de regeneração 

compreendido por várias etapas que inicia pela formação de massas pró-embriogênicas de 

células, seguida pela formação do embrião somático, sua maturação e pela regeneração da 

planta (VON ARNOLD et al., 2002). Duas vias de regeneração podem ocorrer na 

embriogênese somática: direta e indireta. A embriogênese somática direta consiste na 

formação dos embriões somáticos direto do tecido do explante, sem a formação de calos. Já 

na embriogênese somática indireta, primeiramente ocorre intensa divisão celular com a 

proliferação de calos, que são massas de células desorganizadas, que se multiplicam 

desordenadamente podendo formar um novo tecido ou órgão em diferentes estádios de 

diferenciação (TORRES et al., 1998). Estes calos embriogênicos podem ser induzidos, 

originando assim pequenos embriões somáticos, que se individualizam e são capazes de 

regenerarem plantas completas (ANGELO et al., 2009). Seja na embriogênese somática direta 

ou indireta, o embrião segue a mesma sequência de desenvolvimento, contudo irão se diferir 

de embriões zigóticos por serem livres de correlações físicas, fisiológicas e genéticas, não 

possuindo conexão com o tecido do explante inicial (GUERRA et al., 1999; ZIMMERMAN, 

1993). 

Segundo Carvalho et al. (2006) a embriogênese somática é uma opção para a 

propagação in vitro devido apresentar vantagens como: alta taxa de multiplicação, plantio 

direto da muda obtida via embriogênese somática, a planta é geneticamente igual a planta-

mãe, através da técnica há possibilidade de transferência de genes através de desenvolvimento 

de plantas e propagação clonal e melhoramento. 

De forma geral, para que ocorra o sucesso na embriogênese somática é necessário que 

ocorra a combinação de uma série de fatores relacionados dentre os quais: tipos de 

concentrações adequadas de reguladores de crescimento seja auxina ou citocininas; origem e 

idade fisiológica do explante a ser cultivado; estado fisiológico da planta matriz processo de 
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germinação em meios de cultura eficiente (DURZAN, 1988; FLOH et al., 2007; GUERRA et 

al., 1999; LEDO et al., 2002). 

Segundo Guerra et al. (1999) a embriogênese somática consiste em dois ciclos 

repetitivos característicos: No primeiro ciclo, um explante da planta matriz é inoculado em 

meios de cultura contendo auxina, sendo o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) a mais 

utilizada. Nas culturas são geradas complexos ou massas celulares pró-embrionárias, que por 

processos de embriogênese repetitiva, resultam em um ciclo repetitivo de divisões celulares, 

formando embriões somáticos globulares. No segundo ciclo, chamado de ciclo de maturação, 

esses pró-embriões são estimulados a prosseguir o seu desenvolvimento pela retirada da 

auxina do meio de cultura, ou pela inclusão de ácido abscísico (ABA), de citocininas e de 

agentes que promovam estresse osmótico. Nesta fase, as culturas são mantidas em condições 

de luminosidade. Esse ciclo de maturação forma embriões somáticos que podem ser 

convertidos em plantas. Para que ocorra a competência embriogenética é necessário que 

ocorra a desdiferenciação e posterior rediferenciação celular por meio de uma reprogramação 

genética, onde os fatores determinantes para que isso ocorra são o estádio fisiológico do 

explante, tipo e a concentração do regulador de crescimento que juntos atuarão como sinal 

químico para a ativação gênica diferencial (CHRISTIANSON; WARNICK, 1988; 

SUGIYAMA, 1999). 

De acordo com Moura et al. (2009), a embriogênese somática vem sendo amplamente 

estudada em diversas palmeiras. Steinmacher et al. (2007 b), comenta que a ES é bastante 

utilizada, preferida em rotas regenerativas in vitro das palmeiras, devido essa via morfogênica 

aumentar o número de plantas regeneradas quando comparada à organogênese. Segundo 

Morcillo et al. (2007), é um método promissor para a multiplicação de dendezeiro, visto que 

através desse processo pode-se obter clones em escala comercial.  

Em palmeiras alguns protocolos de embriogênese somática já foram feitos utilizando-se 
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preferencialmente, como explantes embriões zigóticos (LEDO et al., 2002; TEIXEIRA et al., 

1993), folhas e inflorescências imaturas (GUERRA; HANDRO, 1998; KARUN et al., 2004; 

SCHWENDIMAN et al., 1988; TEIXEIRA et al., 1994) além  de ovários não fertilizados 

(PERERA et al., 2007). 

 Poucos registros são encontrados na literatura sobre a embriogênese somática com o 

Elaeis oleifera. O único trabalho descrito foi por Cid (1987), onde obteve embriões somáticos 

a partir de embriões zigóticos de Elaeis oleifera. Chia et al. (2009), ao tentar  induziu a 

embriogênese somática indireta, testou diferentes meios de culturas e concentrações do ácido 

2,4,-D diclorofenoxiacético,  em segmentos de folhas, inflorescências e embriões zigóticos 

obtendo somente o percentual de 0,6, 4,6 e 86% respectivamente de calos primários. 

Ao contrário, diversos resultados sobre a cultura in vitro do Elaeis guineensis são 

relatados, dentre eles Corrêa (2014), que ao induzir a embriogênese somática em folíolos 

imaturos, observou a formação de embriões somáticos em meio com elevada concentração de 

2,4-D (800 µM). Outros autores comentam que as concentrações de 2,4-D necessária para a 

indução da embriogênese varia entre 113 a 450 µM (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010; 

SILVA et al., 2013). Balzon et al. (2013), relata a indução de embriões somáticos a partir de 

embriões zigóticos em Elaeis guineensis em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG 

1962) suplementado com auxina 2,4-D, obtendo uma frequência de 97,5% de embriões. 

Bonetti et al. (2016), por sua vez, relata a obtenção de embriões somáticos em meio Y3 

acrescido ou não de 2,4-D (9 μM) + 1000 μM de putrescina (37,16 e 43,3% respectivamente).  

Os estudos que descrevem as etapas durante a embriogênese somática indireta são 

restritos a poucas espécies de palmeiras. Silva et al. (2013), no gênero, Elaeis ao induzir 

embriogênese somática a partir do hibrido BRS Manicoré, observou que a maior taxa de 

indução de culturas embriogênicas foi obtida em 150 mg L -1de 2,4-D e que aos 14 dias de 

inoculação já se iniciam as primeiras divisões das células procambial. Após 135 dias 
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observam-se fases globulares dos embriões. Moura et al. (2009), constataram na 

embriogênese somática em Acronomia aculeata que após 50 dias de cultivo em meio de 

indução, o explante havia formado calo, com aspecto nodular, conferindo um modelo indireto. 

Esses mesmos autores evidenciaram, a partir de cortes histológicos, que as massas 

meristemáticas eram formadas por células pequenas, isodiamétricas, de citoplasma denso e 

núcleo evidente. 

1.5 Fatores que auxiliam a embriogênese somática 

Existem vários fatores que tem influência no processo de embriogênese somática, tais 

como o meio de cultivo, o tipo e a concentração de reguladores de crescimento, o genótipo, e 

a fonte de explante (VIÑAS; JIMÉNEZ, 2011). O efeito significativo do genótipo no sucesso 

da embriogênese somática sugere que fatores genéticos são primordiais na determinação do 

nível da resposta in vitro (HENRY et al., 1994; PAIM PINTO et al., 2011; SANÉ et al., 2012; 

SILVA et al., 2012). A influência do genótipo em relação à capacidade embriogênica é 

relatada na família Arecaceae, sendo as espécies mais estudadas Phoenix dactylifera (SANÉ, 

et al., 2012), Elaeis guineenses (SILVA et al., 2012) e Bactris gasipaes (STEIMACHER et al., 

2011). 

O uso das auxinas e citocininas estão associadas a indução da embriogênese somática, 

principais reguladores de crescimento envolvidos no controle da divisão celular e 

diferenciação dos tecidos (FEHÉR et al., 2003). A auxina mais utilizada na indução de 

embriogênese somática em palmáceas, pode ser citado o 2,4-D diclorofenoxiacético (GUEYE 

et al., 2009; LEDO et al., 2002; SALDANHA et al., 2006). Entretanto o Picloram e o 

Dicamba tem se mostrado eficientes (MACIEL et al., 2010; SANPUTAWONGE TE-CHATO, 

2011; STEINMACHER et al., 2007a,b; STEINMACHER et al., 2011). A combinação de 

auxinas e citocininas na indução de embriogênese somática é relatada para Elaeis guineensis 

(RAJESH et al., 2003), Cocos nucifera (PÉREZ-NÚÑEZ et al., 2006) e Phoenix dactylifera 
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(ZOUINE et al., 2005).  

No processo de embriogênese somática os diferentes meios de cultura utilizados 

diferem essencialmente na concentração dos macro e micronutrientes, vitaminas, compostos 

orgânicos, fonte de carbono e outras substâncias complexas, normalmente específicas para 

cada etapa do processo e para a espécie utilizada. As formulações de meio de cultura mais 

utilizadas para embriogênese somática em palmáceas compreendem o meio MS 

(MURASHIGE; SKOOG, 1962)  utilizado na embriogênese somática de Elaeis guineensis 

(BALZON et al., 2013; SILVA et al., 2012; THUZAR et al., 2011; STEIMACHER et al., 

2011; WANG et al., 2006) e o meio Y3 (EEUWENS, 1976) em Acrocomia aculeata 

(MOURA et al., 2009) e Cocos nucifera (CHAN et al., 1998; PÉREZ-NÚÑEZ et al., 2006). 

1.6 Estudos anatômicos 

O estudo da anatomia permite conhecer a estrutura interna dos organismos vegetais, 

permitindo a descrição de células, tecidos e órgãos quanto a sua ontogênese, constituição e 

função (APPEZZATO-DA-GLÓRIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2003). O uso das técnicas 

de análise anatômicas permite detalhar os eventos que ocorrem quando espécies vegetais são 

cultivadas in vitro. A células vegetais ao serem expostas a essa nova condição artificial, po-

dem expressar um potencial morfogênico que não se expressaria in vivo, com isso estudos 

histológicos podem ser realizados para a verificação e confirmação do desenvolvimento das 

gemas adventícias (organogênese) ou de embriões somáticos (embriogênese somática) e a 

definição da origem direta ou indireta (RODRIGUES et al., 2004). 

Estudos histológicos vêm sendo desenvolvidos em diversas espécies com o objetivo de 

caracterizar o processo e as vias de regeneração de plantas in vitro (ALVES; XAVIER; 

OTONI, 2004; DIBAX et al., 2010).   

A atividade das células competentes e as alterações histológicas associadas com a 

posição das células têm sido bastante estudadas durante a embriogênese somática. Durante a 
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indução da embriogênese somática de macaúba (Acrocomia aculeata), Moura et al. (2009) 

constataram que embriões somáticos obtidos a partir de embriões zigóticos, originava-se de 

células do procâmbio ou de células perivasculares. Estudos histológicos das culturas 

embriogênicas oriundas de embriões zigóticos de Euterpe edulis evidenciaram que a origem 

das massas meristemáticas foram a partir de tecidos da subepiderme (GUERRA; HANDRO, 

1998). 

A iniciação do desenvolvimento da embriogênese somática em Eleais guineensis, 

Silva et al. (2013), verificaram através das observações histológicas, que as primeiras divisões 

celulares ocorreram em células procambiais e nas parenquimáticas adjacentes ao tecido 

vascular. 

Neste sentido, o acompanhamento e a identificação das estruturas presentes nos 

diferentes estágios durante a embriogênese somática, por meio de estudos anatômicos são 

necessários para melhor entendimento dos processos morfogênicos e maximização de 

protocolos eficientes de clonagem da espécie. 

O estudo é exposto em dois capítulos, de acordo com as características estudadas. No 

primeiro capítulo (Capítulo I) foram apresentados: Aspectos morfoanatômicos e 

histoquímico da semente de caiaué Elaeis oleifera (Kunth) Cortés Arecaceae. No segundo 

capítulo (Capítulo II), foram descritos: Eventos da embriogênese somática a partir de 

embriões zigóticos de caiaué Elaeis oleifera (Kunth) Cortés – Arecaceae. 

 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Localização geográfica da área de seleção das matrizes  

 O material utilizado para este estudo foi obtido de plantas pertencentes ao Banco Ativo 

de Germoplasma (BAG) da palma de óleo da Embrapa Amazônia Ocidental na Estação 

Experimental do Rio Urubu – CERU/Embrapa Amazônia Ocidental, localizado a 150 km ao 
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norte da cidade de Manaus no Estado do Amazonas, com acesso pela rodovia AM010 – km 87, 

distrito agropecuário da SUFRAMA (Superintendência da Zona Franca de Manaus), com 

latitude 2º35’ S, longitude 59º28’ W, e altitude 200 m. O Clima é do tipo Ami (Classificação 

de Köppen), quente úmido, temperatura constantemente alta, valores médios de 31,2°C e 

23,5°C para máxima e mínima, respectivamente, e precipitações muito elevadas (em torno de 

2.200 mm ao ano). O Solo é do tipo Latossolo Amarelo de textura muito 

argilosa (GUILLAUMET et al., 2003). 

2.2  Isolamento e polinização de inflorescências masculinas e femininas 

Por se tratar de um banco ativo de germoplasma, realizou-se isolamento e polinização 

de inflorescências masculinas e femininas de algumas plantas matrizes de Elaeis oleifera para 

obtenção das sementes, protocolo seguido por Cunha et al. (2007). As inflorescências foram 

isoladas com o auxílio de sacos de lona espessos n°8, com a função de impedir a passagem de 

insetos e contaminação com pólen indesejado. Foram utilizados sacos com dimensões de 70 

cm de altura e 60 cm de largura e uma janela de plástico de 2 mm de espessura com 

dimensões de 14 cm de altura e de 12 cm de largura, transparente utilizada para o 

acompanhamento do desenvolvimento da inflorescência isolada e identificação do momento 

adequado da polinização. Os isolamentos foram realizados no mínimo dez dias de 

antecedência da antese, caso nesse período ocorresse à antese o isolamento era eliminado. 

As inflorescências masculinas foram coletadas no momento em que as flores 

apresentaram antese completa da base da inflorescência até o meio ou 2/3 ou mais do 

comprimento da espigueta. Em sala climatizada para a secagem as inflorescências 

permaneceram por duas a três horas. Após esse período bateu-se na inflorescência ensacada 

para que o pólen desprendesse.  Na caixa de manipulação os pólens foram colocados  em uma 

peneira coberta com papel filtro e sílica gel onde permaneceram por 18 horas. Após esse 

período efetuou-se o peneiramento e os pólens ficaram armazenados por mais 24 horas. O 
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acondicionamento foi de 0,0625 g a 0,125 g de pólens em eppendorf®, quantidade suficiente 

para realizar posterior polinização.  

No isolamento das inflorescências femininas retirou-se os espinhos das folhas e 

abaixou-se a folha da inflorescência liberando espaço para seu crescimento. Em seguida foi 

removida as espatas da base e a que envolve o pedúnculo. Para evitar insetos foi colocada 

uma porção de algodão com inseticida no pedúnculo, em seguida a inflorescência foi 

revestida com o saco de isolamento, dobrou-se a boca ao redor do pedúnculo e amarrou-se 

com uma tira de borracha. A polinização foi realizada quando as flores apresentaram os 

estigmas receptivos, identificadas pela coloração creme, geralmente no segundo dia após o 

início da antese. 

Utilizou-se 0,0625 g de pólen por inflorescência misturado com 4 g de talco inerte, 

usado como agente de dispersão. A quantidade de pólen foi colocada em uma pisseta, essa 

manipulação foi realizada dentro de uma caixa que foi limpa e desinfetada. No campo, aplica-

se inseticida aerosol ao redor do saco de isolamento para afastar os insetos, limpa-se a janela  

com álcool, faz-se um furo suficiente para introduzir o bico da pisseta, ejetou-se o pólen no 

interior do saco em diferentes posições, para assegurar boa dispersão do pólen. A retirada do 

saco de isolamento foi realizada 15 dias após a polinização, momento no qual os estigmas 

apresentaram coloração escura.  

Realizou-se a colheita dos cachos cinco meses após a polinização, com observações do 

desprendimento natural de três a cinco frutos maduros do cacho. Seguida à colheita, os frutos 

foram retirados manualmente do cacho, o mesorcarpo foi extraído em despolpadora centrifuga 

elétrica. Imediatamente após a despolpa, os diásporos foram acondicionados em embalagem 

de polímero inerte (sacos plásticos) e   levados para o Laboratório de Botânica Agroflorestal – 

LABAF da Faculdade de Ciências Agrárias – FCA da Universidade Federal do Amazonas – 

UFAM ou Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas – Embrapa Amazônia Ocidental. 
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 Teste de viabilidade polínica 

A  viabilidade dos pólens foi realizada pelo protocolo  descrito por Cysne et al. (2015).  
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CAPÍTULO I 

ASPECTOS MORFOANATÔMICOS E HISTOQUÍMICO DA SEMENTE 

DE CAIAUÉ Elaeis oleifera (KUNTH) CORTÉS ARECACEAE 

Elaborado de acordo com as normas revista Journal of Seed Science 
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Aspectos morfoanatômicos e histoquímico de semente de Caiaué Elaeis oleifera (Kunth) 

Cortés Arecaceae 

Suelen Cristina de Sousa LIMA1*; Regina Caetano QUISEN2; Maria Silvia de 

MENDONÇA3 

 

RESUMO   

Elaeis oleifera é uma palmeira nativa das Américas cujo óleo da polpa do fruto contém 

elevadas quantidades de ácidos graxos insaturados. As pesquisas com a espécie  são 

motivadas, principalmente, pelo interesse em genes  que conferem resistência a pragas e 

doenças e reduzido crescimento vertical do estipe para uso no melhoramento genético do 

dendezeiro (Elaeis guineensis), principal fonte mundial de óleo vegetal.  O cultivo de híbridos 

entre essas espécies (HIE OxG) é realizado principalmente pela resistência desse material a 

anomalia denominada ¨amarelecimento fatal¨ do dendezeiro, presente no caiaué e transmitida 

aos híbridos F1.  A propagação de Elaeis oleifera é realizada por sementes que exigem 

procedimentos para superação da dormência para obtenção de alta e uniforme taxa de 

germinação. Conhecer as estruturas das sementes bem como os compostos estruturais é 

importante para entender o processo da germinação. Após coleta das sementes realizou-se 

observações, descrevendo a forma, coloração e textura. O estudo anatômico foi feito pelo 

método de inclusão em resina. Foram aplicados testes histoquímicos para detecção dos 

principais metabólitos. As sementes apresentaram variação biométrica e morfológica com 

conteúdo proteico e lipídico. Embrião é reto, em posição apical, pequeno, com polo radicular 

indiferenciado e polo caulinar com três primórdios foliares. O estudo morfoanatômico e 

histoquímico da semente de Elaeis oleifera identificou características importantes para 

entender e otimizar o processo germinativo da espécie, fornecendo subsídio para o 

desenvolvimento de novos métodos de germinação, necessário para a manutenção e 

conservação de progênies da espécie na condução de programas de melhoramento genético e 

produção de sementes híbridas. 

Palavras-chave: morfologia, anatomia, palmeira. 
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Morphoanatomic and histochemical aspects of seed Caiaue Elaeis oleifera (Kunth) Cortés 

Arecaceae 

Suelen Cristina de Sousa LIMA1*; Regina Caetano QUISEN2; Maria Silvia de 

MENDONÇA3 
 

ABSTRACT 

Elaeis oleifera is a native palm in the Americas whose fruit pulp oil contains high amounts of 

unsaturated fatty acids. Research on the species is mainly motivated by the interest in genes 

that confer resistance to pests, diseases and reduced vertical growth of the sprig to use in the 

genetic improvement of the oil palm (Elaeis guineensis), the world's leading source of 

vegetable oil. Hybrid cultivation among these species (HIE OxG) are carried out mainly by 

the resistance of this material to the anomaly called Fatal yellowing of the oil palm, present in 

the Caiaué and transmitted to F1 hybrids. The propagation of the Caiaué is performed by 

seeds that require procedures to overcome dormancy to obtain a high and uniform 

germination rate. Knowing the structure of seeds as well as the structural compounds is 

important to understand the germination process. After the seeds were collected, observations 

were made, describing the shape, color and texture. The anatomical study was done by the 

inclusion method in resin. Histochemical tests were performed to detect the main metabolites. 

The seeds showed biometric and morphological variation with protein and lipid content. 

Embryo is straight, apical, small, with protein and lipid contents, undifferentiated poles and 

three-leaf poles. The morphological and histochemical study of the Elaeis oleifera seed 

identified important characteristics to understand and optimize the germination process of the 

species, providing subsidy for the development of new germination methods, necessary for 

the maintenance and conservation of the progenies of the species in the conduction of 

breeding programs and production of hybrid seeds. 

Keywords: morphology, anatomy,  palm tree 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

INTRODUÇÃO  

A família Arecaceae, está entre os grupos de plantas mais importantes da região 

Amazônica (Passos e Mendonça, 2006). As palmeiras são importantes para a manutenção da 

fauna e flora nativa, interagindo com outras espécies de plantas e servindo de alimento e 

abrigo para animais (Oliveira et al., 2010). Tem grande utilidade para as populações 

tradicionais, que utilizam seus frutos e palmito como fonte de alimento, sementes e palha para 

a produção de artesanato, madeira e palha para a construção de habitações, entre outras 

aplicações, além dos óleos com amplo uso na indústria de  alimentos, cosméticos e remédios 

(Oliveira e Rios, 2014). Muitas palmeiras têm importante participação econômica no mercado 

nacional e internacional no comércio de polpa, palmito, fibras e óleo (Uhl e Dransfield, 1987), 

com destaque para o dendezeiro, principal fonte mundial de óleo vegetal (Usda, 2017).  

Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, conhecida vulgarmente como caiaué no Brasil, pertence 

ao mesmo gênero do dendezeiro africano, é nativa das Américas, com ocorrência relatada do 

Sul do México até o Leste do Estado do Amazonas, incluindo os países: Brasil, Colômbia, 

Costa Rica, Equador, Guiana Francesa, Honduras, México, Nicarágua, Panamá, Peru, 

Suriname e Venezuela (Corley e Tinker, 2003; Cunha et al., 2012; Leitman et al., 2018; 

Meunier, 1975). No Brasil, ocorre com mais frequência na região central do Estado do 

Amazonas, em locais úmidos e altos de terra firme (Oliveira e Rios, 2014). A espécie não é 

cultivada em escala comercial e sua exploração é realizada por comunidades tradicionais 

somente para autoconsumo (Corley e Tinker, 2015).   

 Além das populações naturais, plantios da espécie são realizados com fins 

experimentais e para manutenção de germoplasma, principalmente por representar recurso 

genético de alto interesse para os programas de melhoramento genético do dendezeiro (Arias 

et al., 2015). As características de interesse na espécie são resistência a pragas e doenças, com 

destaque para o ¨ amarelecimento fatal ¨, menor taxa de crescimento vertical da estipe e óleo 
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de qualidade diferenciada (Rios et al., 2012; Valois, 1997). 

Diversos programas de melhoramento já disponibilizaram no mercado híbridos 

interespecíficos do caiaué com o dendezeiro (HIE OxG) e plantios comerciais desse material 

são encontrados, principalmente, na Colombia, Brasil e Equador, entre outros. O programa de 

melhoramento genético do dendezeiro conduzido pela Embrapa lançou em 2009 o primeiro 

HIE OxG nacional registrado como cultivar no Brasil, denominado BRS Manicoré (Cunha e 

Lopes, 2010), que é cultivado principalmente em regiões do estado do Pará onde a ocorrência 

da anomalia amarelecimento fatal inviabiliza o cultivo do dendezeiro africano. 

A reprodução de populações ou progênies de Elaeis oleifera é realizada por via sexuada, 

ou seja, por sementes, necessária para manutenção e conservação ex situ do germoplasma da 

espécie, na condução dos programas de melhoramento genético e na formação dos campos de 

genitores para produção comercial de sementes híbridas. Em condições naturais a germinação 

das sementes do gênero Elaeis, ao qual pertencem o caiaué e o dendezeiro, em geral, é baixa e 

desuniforme, podendo demorar anos (Hussey, 1958). Com uso do método de superação de 

dormência por tratamento térmico são obtidas altas e uniformes taxas de germinação dessas 

sementes (Lima et al., 2017), no entanto, aumentam os custos de produção destas sementes, 

principalmente porque requerem períodos de aquecimento entre 60 e 75 dias, durante o qual 

deve-se manter temperatura constante de 39 ºC +/-2 ºC. 

O estudo morfoanatômico e histoquímico da semente irão identificar peculiaridades que 

existem na semente, que certamente contribuirão para o desenvolvimento de novos métodos 

de germinação. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo descrever a morfoanatomia e a 

histoquímica da semente de Elaeis oleifera, fornecendo auxílio na compreensão da sua 

estrutura, como subsídio para buscar novas técnicas de produção de mudas. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os frutos foram obtidos de plantas do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da palma 
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de óleo da Embrapa Amazônia Ocidental, na Estação Experimental do Rio Urubu – CERU, 

localizado a 150 km ao norte da cidade de Manaus no Estado do Amazonas, com latitude 

2º35’ S, longitude 59º28’ W, e altitude 200 m.  

A produção dos frutos foi realizada nos anos de 2016 e 2017. Para manter a identidade 

genética das sementes foram realizadas polinizações controladas conforme descrito por Cunha 

et al. (2007). Como genitores masculinos e femininos foram utilizadas plantas de Elaeis 

oleifera da origem Manicoré. Os cachos foram colhidos em torno de cinco meses após a 

polinização, quando atingiram a maturação fisiológica, determinada indiretamente pelo 

desprendimento natural de três a cinco frutos maduros, conforme tem sido adotado na 

produção comercial de sementes, e processados para obtenção das sementes de acordo com 

procedimentos apresentados por Lima et al. (2014). Após o beneficiamento obteve-se os 

diásporos, formados pelo endocarpo e a semente verdadeira (endosperma+embrião) (Lima et 

al., 2014), que foram acondicionados em sacos de polietileno e levados para o Laboratório de 

Botânica Agroflorestal da Faculdade de Ciências Agrárias da Universidade Federal do 

Amazonas para realização do estudo.  

Morfologia e anatomia das sementes 

No laboratório, os diásporos foram prensados em uma morsa para quebra do endocarpo 

e retirada da semente.  Em seguida as sementes foram cortadas longitudinalmente com o 

auxílio de uma faca. Foram observadas a coloração, consistência e forma do tegumento, 

endosperma e embrião com o auxilio da lupa e microscópio Olympus sz40. 

Para análise biométrica foram misturados 100 sementes de três indivíduos, usando 

paquímetro digital (0,01 mm) para verificação do comprimento e diâmetro (basal e apical) e 

balança de precisão (0,0001 g) para determinação da massa individual.  

Considerou-se como comprimento a região entre a porção basal e a apical e para a 
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largura foi tomada a parte intermediária das sementes (Brasil, 2009).  

O estudo anatômico do tegumento e endosperma, foram realizados cortes de material 

fresco, obtidos em micrótomo de mesa, conforme técnicas usuais em anatomia vegetal. Os 

embriões foram fixados em FAA 70% (formalina, ácido acético e álcool etílico) (Kraus e 

Arduin, 1997), desidratados em série etílica (70%-95%), embebidos em 2-hydroxyethyl-

methacrylate (Historesin® Leica), e emblocados de acordo com as instruções do fabricante. O 

material emblocado foi cortado em micrótomo rotatório manual com espessura de 5 a 7 µm e 

corados com azul de toluidina 0.5% em tampão citrato buffer, pH 4.0 (O’Brien et al.,  1964), 

as lâminas montadas em água (Genovese-Marcomini et al.,  2013). 

Os parâmetros empregados nas descrições morfoanatômicas e os termos colocados nas 

estruturas estão de acordo com os trabalhos de Dransfield et al. (2008), Werker (1997), 

Tomlinson (1990) e Martin (1946).  

Análise centesimal e histoquímica da semente 

As análises da composição centesimal para determinar em porcentagem a umidade, 

cinzas, lipídeos, proteínas e carboidratos foram realizadas de acordo com metodologia 

descrita por (Horwitz e Latimer, 2000; Lutz, 1985).  

Os testes histoquímicos do tegumento endosperma e embrião foram aplicados em cortes 

de material fresco, obtidos em micrótomo de mesa, conforme técnicas usuais em anatomia 

vegetal. Foram aplicados os testes de Lugol, para detecção de amido (Jensen, 1962); Xilidine 

Ponceau para detecção de proteínas totais (O’Brien e McCully, 1981); Vermelho Sudan III 

para detecção de lipídeos totais (Brundett et al., 1991); Vermelho de Rutênio para detecção de 

pectinas e mucilagens (Johansen, 1940); Cloreto de Ferro III para detecção de compostos 

fenólicos gerais (Gabe, 1968); Reagente de Wagner para detecção de alcalóides (Furr e 

Mahlberg, 1981) e floroglucina para detecção de lignina (Johansen, 1940). 
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As visualizações e fotomicrografias referentes ao estudo anatômico e histoquímico 

foram obtidas por meio microscópio óptico Zeiss Primo Star com câmera fotográfica digital 

acoplada Canon Power Shot A650 IS.   

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

As sementes apresentam em média 14,15 mm de comprimento, 10,12 mm de diâmetro 

apical, 10,75 mm de diâmetro basal e 0,93 g de massa fresca (Tabela 1). A variável com maior 

amplitude de variação foi a massa da semente (CV = 41,9%), corroborando com os resultados 

obtidos por Camillo et al. (2014), que analisando característica de sementes de cachos de 18 

diferentes plantas de Elaeis oleifera também verificaram ser a massa da semente a 

característica com maior amplitude de variação (31,9%). A massa média das sementes 

verificada no presente estudo, 0,93 g, também foi similar a média verificada por Camillo et al. 

(2014), 0,9 g, indicando que os cachos amostrados para o estudo representam bem os valores 

médios das características das sementes para a espécie.   

A massa das sementes, além de ser uma variável descritiva utilizada para caracterizar as 

sementes da espécie, tem sido relacionada em algumas espécies com as taxas de germinação. 

Moura et al. (2010) indicam relação entre tamanho e massa das sementes da palmeira Butia 

capitata, sementes com maior tamanho e massa apresentaram altas taxas de germinação.  

Estudando sementes de Archontophoenix cunninghamii Pivetta et al. (2008) observaram 

relação entre o tamanho das sementes e o desenvolvimento de parte aérea e raiz nas plântulas 

após a germinação, relação também descrita por Reis et al. (2010) para sementes de 

Copernicia prunifera. 

A relação entre as medidas longitudinais e transversais indicam variação no formato das 

sementes de Elaeis oleifera, sendo observadas sementes achatadas dorso ventralmente, ovadas 

ou oblongas (Figura 1a).  

O tegumento apresenta coloração marrom, com extensões vasculares em sua superfície 
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de tonalidade mais clara e poro micropilar puntiforme (Figura 1-a). Em sementes de 

Oenocarpus minor ocorre variação em sua forma e mesma coloração do tegumento 

(Mendonça et al., 2008). Verifica-se tal coloração do tegumento em  Astrocaryum aculeatum 

(Elias, 2011) e  Attalea maripa (Matos, 2010). 

O endosperma é branco, de aspecto oleoso, sólido, abundante, está em contato direto 

com o tegumento (Figura 1-b), característica também observada por Oliveira et al.  (2013) em 

Butia capitata e Souza et al. (2016) em Acrocomia aculeata.  

O embrião é reto e ocupa na semente uma posição apical. Apresenta duas regiões 

distintas separadas por uma leve constrição: região proximal, porção mais estreita de 

coloração amarelo-esbranquiçada e a região distal, porção mais alargada de cor branco-pálida 

(Figura 1-c). Segundo Tomlinson (1990), os embriões de sementes de palmeiras apresentam 

uma região proximal, que aloja o eixo embrionário, e uma região distal, que corresponde ao 

limbo cotiledonar.  Em algumas palmeiras observam-se que as regiões proximal e distal 

podem ser distinguíveis pela diferença na tonalidade da coloração como verificado em 

Acrocomia aculeata (Moura et al., 2010),  Mauritia flexuosa (Silva et al., 2014) e Butia 

capitata (Oliveira et al., 2013). Na palmeira Bactris gasipaes o embrião apresenta coloração 

homogênea, com região distal e proximal  distintas morfologicamente (Nazário et al., 2013). 

Coloração não observada em Attalea maripa (Araújo et al., 2000), devido não se distinguir 

nitidamente estas regiões proximal e distal dada a coloração uniforme do embrião, contudo 

vislumbra-se uma tênue constrição na região da curvatura. Nota-se que as regiões proximal e 

distal podem ser distinguíveis no embrião de algumas espécies de palmeiras pela diferença na 

tonalidade da coloração e/ou por uma constrição. Os embriões das palmeiras podem ter 

diferente formas, como observado em Syagrus oleracea (Batista et al., 2011), onde o embrião 

é periférico, reto e pouco diferenciado. Em Bactris marajá (Rodrigues et al., 2015) o embrião 

é cônico, pequeno, de coloração branco-leitosa homogênea. Aguiar e Mendonça (2003) 
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descrevem o embrião de Euterpe precatoria como indiviso e cônico, apresentando diferente 

coloração entre região distal e proximal. 

 O tegumento é constituído por células com tamanho e formas variadas, em vários es-

tratos (Figura 2-a). As paredes das células do tegumento são lignificadas (Figura 2-b), caracte-

rística que pode atuar como regulador da germinação, protegendo o embrião durante o proces-

so de disperção da sementes. 

 O endosperma é formado por células de forma arredondada com paredes espessas, sem 

espaços intercelulares e ocupam quase todo o interior da semente (Figura 2-c). Essas paredes 

celulares são tipicamente espessadas devido à deposição de polissacarídeos de reserva na 

forma de mananos como observado em Euterpe edulis (Panza et al., 2004), Washingtonia 

filifera (De Mason, 1986) e Phoenix dactylifera (De Mason et al., 1983). Entretanto em 

Acrocomia aculeata as paredes celulares não apresentam demasiada espessura, não obstante, 

são notadas as paredes celulares bem como lamela media constituídas por pectinas, as quais 

também são identificadas em pequenas quantidades na parede interna (Moura et al., 2010).   

O embrião é revestido pela protoderme formada por células justapostas, paredes retas e 

núcleo evidente (Figura 3-a e 4-b). Apresenta na região proximal o eixo embrionário de 

posição obliqua composto por dois polos meristemáticos, o polo radicular e o polo caulinar 

(plúmula) (Figura 3-c e 4-a). Na região do polo caulinar que corresponde à plúmula há três 

primórdios foliares que formarão o primeiro e segundo catafilo e o eofilo, sequencialmente 

(Figura 3-d e 4-a), revestidos por uma protoderme, como observado em Acrocomia aculeata, 

Euterpe precatória, Syagrus inajai (Souza et al., 2017; Aguiar; Mendonça, 2003; Genovese-

Marcomini et al., 2013). A fenda cotiledonar é evidenciada na direção do ápice dos primórdios 

foliares, através da qual ocorrerá a emergência plumular na ocasião da germinação (Figura 3-

b). 

O polo radicular localiza-se na região central e periférica da região proximal do embrião 
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(Figura 3-b), onde um grupo de células iniciais que posteriormente originarão a protoderme,  

meristema fundamental e procambio (Fig. 3d-e). A região distal, que corresponde ao limbo 

cotiledonar contribuem com a função haustorial, possuindo superfície irregular e feixes 

provasculares corroborando com o observado em Acrocomia aculeata e Syagrus inajai 

(Genovese-Marcomini et al., 2013; Ribeiro et al., 2012).  

O promeristema fundamental é composto por células com diâmetro maior em relação às 

da região proximal, com vários feixes provasculares (Figura 4-d) direcionados para a periferia, 

próximo a protoderme, como observado em Syagrus inajai, onde os feixes provasculares se 

tornavam progressivamente periféricos (Genovese-Marcomini et al., 2013). 

As sementes apresentaram umidade de 25,92% (Tabela 2). Marcos-Filho (2015), relata 

que o teor de água do óvulo recém fecundado é de no mínimo 80%. Em monocotiledôneas, 

esse valor decresce durante o processo de maturação. Em 1986, Priestley já mencionava a 

fundamental importância da água para a preservação e vitalidade das sementes, que em 

quantidade adequada irá desempenhar funções essenciais para a atividade normal e 

sobrevivência dos tecidos embrionários. Estudos demonstram que o teor de umidade tem 

influência na germinação em sementes de Elaeis oleifera e de sementes hibridizadas do dendê 

com o caiaué, observou-se  70%  de germinação em sementes com o grau de umidade entre 

20 e 23% para o Elaeis oleifera e 19 e 22% para sementes de hibrido (Lima et al., 2014;  

2017). 

 Nos estudos realizados com os compostos químicos da reserva nas sementes de Elaeis 

oleifera, observa-se que carboidratos 39,51% seguido de lipídeos 24,40%  são os compostos 

presentes em maior quantidade, fato este verificado em outras espécies de palmeiras como em 

Syagrus coronata (Crepaldi et al., 2001) e Syagrus oleracea (Bora e Moreira, 2003). 

Carboidratos e lipídios são valores nutricionais mais encontrados em palmeiras, estes 

compostos são sintetizados nas sementes como materiais de reserva a serem utilizados pelo 
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embrião durante a germinação e para a constituição de novas estruturas celulares (Henderson, 

2002). 

Os carboidratos, lipídeos e proteínas são as principais substâncias de reserva em 

sementes e a proporção irá variar de acordo com a espécie (Marcos-Filho, 2015). Segundo 

Barton e Crocker (1957), o endosperma de dendê contem os seguintes compostos: 

carboidratos 28%, lipídeos 49% e proteínas 0,9%. 

 Machado et al.  (2014) ao estudar duas subespécies, Acrocomia aculeata sclereocarpa e 

Acrocomia aculeata sub.totai verificaram que a semente é rica em lipídeos apresentando  

respectivamente 55,42 e 47,76%, dados que demonstram a capacidade das espécies de 

fornecer óleo para a produção de biodiesel. O teor de óleo pode variar em função das 

características genética de cada espécie bem como em função do ambiente em que a espécie 

se encontra Carvalho e Nakagawa (2012). Nas subespécies A. aculeata subsp. sclereocarpa e 

A. aculeata subsp. totai estudadas por Machado et al. (2015), relatam que para carboidrato 

encontraram 40,61%  e 33,40% respectivamente, valores próximos ao encontrado em Elaeis 

oleifera e para proteínas 6,70 e 5,66%, teores abaixo ao encontrado na espécie estudada. 

Em monocotiledôneas o endosperma é o tecido de reserva para o embrião durante a 

formação da semente, germinação e estabelecimento da plântula (Davide e Silva, 2008). Teste 

para detecção de pectina em endosperma de Elaeis oleifera foi positiva na parede celular 

(Figura 5-a). Entretanto em Bactris maraja (Rodrigues et al., 2015), Bactris gasipaes 

(Nazário et al., 2013) e Attalea microcarpa (Melo et al., 2017) foram encontradas pectinas no 

conteúdo celular. As pectinas são polissacarídeos componentes da parede celular que contém 

açucares ácidos e neutros, frequentemente contém cálcio como componente estrutural e 

contribuem para a adesão entre células e para resistência mecânica da parede celular (Taiz e 

Zeiger, 2009).  
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Corpos protéicos foram observados em um grande número de células do endosperma 

(Figura 5-b). As proteinas são requeridas pelas plantas em períodos distintos, dando suporte 

inicial das plântulas até que se torne um organismo autotrófico. São moléculas constituidas de 

nitrogênio e que atuam como fonte de energia durante a germinação da semente (Buckeridge 

et al., 2004). São geralmente armazenadas no endosperma de sementes de palmeiras como em 

Attalea microcarpa (Melo et al., 2017), Bactris maraja (Rodrigues et al., 2015), Bactris 

gasipaes (Nazário et al., 2013), Euterpe oleraceae (Gonçalves et al.,  2010),  Acrocomia 

aculeata (Moura et al., 2010) e  Euterpe edulis (Panza et al., 2004).   

Uma grande concentração de corpos lipídicos foi encontrada no endosperma (Figura 5-

d), caracterizando-o como oleoso. Este composto é uma característica de sementes que são 

produtoras de óleo. Estudos realizados por Sundram et al. (2003), em Elaeis oleifera revelam 

a grande presença de lipídeos no endosperma através de testes histoquímicos. Entretanto em 

outras espécies de palmeiras que não são utilizadas para extração de óleo como Acrocomia 

aculeata (Moura et al., 2010),  Euterpe edulis (Panza et al., 2004) Butia capitata (Oliveira et 

al., 2013) e Phoenix dactylifera (De Mason et al., 1983) foi comumente verificada a presença 

de lipídios. A presença de lipídios e proteínas encontrado no endosperma e embrião zigótico 

são reservas consumidas nos estágios iniciais de germinação e estabelecimento  da plântula 

(Bewley e Black, 1982).  

No tegumento, revelou-se a presença de alcaloides (Figura 5-c), substâncias 

pertencentes ao metabolismo secundário, que apresentam rotas metabólicas interconectadas 

com as rotas que sintetizam metabólitos primários (Fumagali et al., 2008). Esses metabólitos 

exercem importante papel como substâncias de defesa contra insetos herbívoros, patógenos e 

possuem, também, ação alelopática (Taiz e Zeiger, 2009).  

Compostos fenólicos foram evidenciados no tegumento da semente de Elaeis oleifera, a 

presença desse composto está ligada a dormência das sementes inibindo a germinação 
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(Tokuhisa et al., 2007). Em sua composição encontram-se inibidores solúveis em água, que 

prevenem a germinação da espécie (Weber et al., 2005). Em algumas espécies a presença do 

composto fenólico tanino no tegumento controla a entrada de oxigênio para o interior da 

semente. Estes compostos fixam o O2 que a semente está absorvendo, impedindo sua chegada 

no interior da semente (Dietrich, 1986). Em estudos realizados com Bactris maraja, a 

organização e a estrutura espessada das células do tegumento, em conjunto com sua 

composição fenólica, podem atuar como reguladores da germinação (Rodrigues et al., 2015). 

Outras espécies de palmeiras como Astrocaryum acaule (Araújo, 2005) e Acrocomia aculeata 

(Moura et al.,  2010), apresentam um tegumento composto por células impregnadas de 

compostos fenólicos que dificultam a germinação. O arranjo das células do tegumento reduz 

os espaços intercelulares, contribuindo para a impermeabilidade da água dificultando a 

difusão de gases e afetando a germinação (Esau, 1977). 

Identificou-se na protoderme e meristema fundamental do embrião de Elaeis oleifera a 

presença de lipídios (Figura 5-f),  alcalóides (Figura 5-g),  pectina (Figura 5-h)  e proteínas 

(Figura 5-i). Moura et al. (2010), em Acrocomia aculeata verificaram a presença da proteína 

em todas as regiões do embrião. Estudos realizados por Scherwinski-Pereira et al. (2012) 

verificaram a  presença e o acúmulo de pectinas no embrião do Euterpe oleracea. De acordo 

com Buckeridge et al. (2000) este fator pode estar relacionado com a possível metabolização 

do polissacarídeo durante a germinação do embrião.   

CONCLUSÕES 

Esse estudo, possibilitou o conhecimento das estruturas da semente de Elaeis oleifera, 

podendo ser realçado a composição do tegumento, sua organização e a estrutura espessada das 

suas células que, sem espaços intercelulares, contribuem para a impermeabilidade da água, 

dificultando a difusão de gases e afetando a germinação. Ao mesmo tempo, a sua composição 

fenólica que tem como função conter inibidores solúveis em água, pode estar atuando também 
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como reguladores no processo germinativo.  

Proteínas e lipídios encontrado no endosperma e no embrião, são reservas consumidas 

nos estágios iniciais de germinação e no estabelecimento da plântula, enquanto a presença de 

24,40% de lipídios, evidencia seu possível potencial para extração de óleo.  

Assim, o estudo morfoanatômico e histoquímico da semente de Elaeis oleifera 

identificou características importantes para entender e otimizar o processo germinativo da 

espécie, fornecendo subsídio para o desenvolvimento de novos métodos de germinação, 

necessário para a manutenção e conservação de progênies da espécie na condução de 

programas de melhoramento genético e produção de sementes híbridas. 

Entretanto, se faz necessário ampliar e dar continuidade a pesquisa no que tange a 

relação entre massa da semente e taxa de germinação, bem como estudo do processo 

germinativo, para buscar dados que forneçam bases para acelerar a germinação em condições 

naturais, ou novos métodos de superação de dormência com menores custos. 
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ANEXOS  

Tabela 1. Características biométricas da semente de Elaeis oleifera: Valores médio, 

amplitude, desvio padrão (σ) e coeficiente de variação (CV) dos diâmetros apical e basal, 

comprimento e massa fresca. 

Variáveis Média Amplitude Desvio padrão CV% 

Diâmetro apical (mm) 10,12 5,4±15,2 1,97 19,5 

Diâmetro basal (mm) 10,75 5,4±17,5 2,96 27,6 

Comprimento (mm) 14,15 8,6±18,9 2,13 15,1 

Massa (g) 0,93 0,4±1,9 0,39 41,9 

 

Tabela 2.  Porcentagem da análise centesimal de sementes de Elaeis oleifera. 

Estimativa Umidade 

(%) 

Cinzas 

(%) 

Lipídeos 

(%) 

Proteínas 

(%) 

Carboidratos 

(%) 

Média 25,92 1,82 24,40 8,35 39,51 

Desvio padrão 0,29 0,04 0,01 0,30 1,31 
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Figura 1. Morfologia da semente de Elaeis oleifera. a) diferentes formatos da semente com poro micropilar e 

extensões vasculares. b) Secção da semente em corte longitudinal apresentando tegumento, endosperma e 

embrião. c) Embrião com região proximal e distal. (pm: poro micropilar; ev: extensões vasculares; en: endocarpo; 

tg: tegumento; ed: endosperma; em: embrião; rp:região proximal; rd: região distal). 

 

Figura 2. Semente em corte transversal de Elaeis oleifera. a)Tegumento e endosperma. b) Células do tegumento. 

c) Células do endosperma (te: tegumento; en; endosperma). 
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Figura 3. Embrião de Elaeis oleifera: a) Secção longitudinal, evidenciando a região proximal (eixo embrionário) 

e a região distal (limbo cotiledonar ou haustório) protoderme (seta). b) Eixo embrionário, evidenciando o polo 

radicular e fenda cotiledonar (seta). c) Eixo embrionário, evidenciando plúmula e radícula. d) Plúmula em secção 

transversal. e) Distribuição do procâmbio na região distal do limbo cotiledonar. (pr: região proximal; rd: região 

distal ra: radícula; pl: plúmula). 

 

Figura 4. Embrião de Elaeis oleifera. a) Detalhe do eixo embrionário evidenciando a radícula e a plúmula. b) 

detalhe das células do promeristema fundamental e protoderme (seta) na região proximal. c) Região distal 

evidenciando os feixes provasculares em pontilhado. d) Detalhe do procâmbio (seta) próximos a protoderme na 

região distal. (pl: plúmula; pm: promeristema; pr: protoderme; ra: radícula). 
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Figura 5. Testes histoquímicos aplicados na semente de Elaeis oleifera. a-e tegumento e endosperma. f-i embrião. 

a) parede das células do endosperma com pectina (Vermelho de Rutênio). b) endosperma corado com Xilidine 

Ponceau evidenciando corpos proteicos (seta). c) células do endosperma com concentração de alcalóide 

(Wagner). d) lipídios no interior das células do endosperma (Sudam). e) tegumento com compostos fenólicos 

(cloreto férrico). f) reação para lipídios no interior das células da protoderme e meristema fundamental. g) 

células da protoderme e meristema fundamental com reação para alcalóides. h) reação para pectina. i) corpos 

proteicos no interior das células do meristema fundamental (seta).  (en: endosperma, mf: meristema fundamental, 

pr: protoderme, te: tegumento). 
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CAPÍTULO 2 

 

EVENTOS DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA A PARTIR DE EMBRIÕES 

ZIGÓTICOS DE Elaeis oleifera (KUNTH) CORTÉS - ARECACEAE 

 

Elaborado de acordo com as normas da revista Plant Cell Culture & Micropropagation 
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EVENTOS DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA A PARTIR DE EMBRIÕES 

ZIGÓTICOS DE Elaeis oleifera (Kunth) cortés - ARECACEAE 

 

Suelen Cristina de Sousa LIMA1*; Regina Caetano QUISEN2; Maria Silvia de 

MENDONÇA3 

 

RESUMO 

Elaeis oleifera é uma espécie nativa da região amazônica que desperta grande interesse em 

relação a outras palmeiras tropicais, por ser uma espécie de fácil hibridização com o 

dendezeiro africano (Elaeis guineensis) constitui-se em uma fonte de grande variabilidade 

genética explorada no programa de melhoramento genético do dendezeiro da Embrapa 

Amazônia Ocidental. Dentre as características importantes na formação destes híbridos 

interespecíficos, citam-se a resistência ao ataque de pragas e doenças, em especial ao 

amarelecimento fatal, porte reduzido e qualidade de óleo devido possuir maior teor de ácidos 

graxos insaturados. A espécie apresenta baixa taxa de germinação, sendo sua única forma de 

propagação via sementes, que apresentam dormência. O objetivo deste estudo foi descrever as 

etapas da embriogênese somática a partir do embrião zigótico de Elaeis oleifera. O embriões 

foram inoculados em meio de cultura, acrescidos de regulador de crescimento para a indução 

de calos, com subcultivo a cada 30 dias. A análise morfoanatomica foi realizada durante todo 

o processo embriogênico. Aos 30 dias em meio de indução observou-se a formação das 

primeiras divisões nas células procâmbiais na região proximal do embrião. Calos primários 

surgiram após 30 dias de cultura, seguidos da progressão para calos embriogênicos somente  

aos 150 dias. Aos 180 dias ocorreu a formação do pro-embrião delimitada pela protoderme. 

Os pró-embriões apresentaram-se isolados do tecido de origem, pelo leve espessamento da 

parede celular, indicando sua origem unicelular. As análises permitiram evidenciar o local da 

formação dos calos a partir da região distal do embrião e a origem da divisão celular a partir 

do tecido do procâmbio. 

 

Palavras-chave: anatomia, picloram, calogênese 
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EVENTS OF SOMATIC EMBRYOGENESIS FROM ZYGOTIC EMBRYOS OF Elaeis 

oleifera (Kunth) Cortés – ARECACEAE 

Suelen Cristina de Sousa LIMA1*; Regina Caetano QUISEN2; Maria Silvia de 

MENDONÇA3 

ABSTRACT 

 

 Elaeis oleifera  is a species native to the Amazon region that arouses great interest in relation 

to other tropical palms. The easy hybridization of this species with the African oil palm (Elae-

is guineensis) is a source of great genetic variability in the genetic improvement program of 

the oil palm of Embrapa Amazônia Ocidental. Among the main tools in the selection of inter-

specific factors, the cycle of attack against pests and diseases, especially the fatal yellowing, 

the lightness and the leadership in relation to the attack, the higher content of unsaturated fatty 

acids. This species have a low germination rate, being its only form of seed propagation, 

which presents dormancy. The objective was to describe the stages in the somatic embryo-

genesis from the Elaeis oleifera  zigotic embryo. The embryos were inoculated in culture me-

dia, induced to grow inductively, with subculture every 30 days. Morphological analysis was 

performed throughout the embryogenesis process. At 30 days in the induction media culture 

were observed the formation of the first divisions in the procambial cells in the proximal re-

gion of the embryo. Primary callus were form after 30 days of culture, with progression to 

embryogenic callus only at 150 days. At 180 days occurred the of formation of the pro-

embryo delimited by the protoderm. The pro-embryos showed to be isolated from the tissue 

of origin, by the slight thickening of the cell wall, following its unicellular origin. The analy-

sis showed the location of the callus formation from the distal region of the embryo and the 

origin of cell division from the procambium tissue. 

 

Keywords: Anatomy, picloram, calogenesis 
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INTRODUÇÃO  

 Elaeis oleifera (Kunth) Cortés é uma palmeira pertencente à família Arecacea, o caráter 

oleaginoso do fruto confere a espécie, potencial para extração do óleo, devido a presença de 

maior proporção de ácidos graxos insaturados em sua composição e óleo com bastante fluidez 

(Rajanaidu et al., 2000). Apesar de não ser um bom produtor quantitativo de óleo, a 

importância da espécie ocorre devido Elaeis oleifera  possuir características desejáveis para 

programas de melhoramento genético como: menor taxa de crescimento, resistência ambiental 

e pequeno porte, qualidades levadas em consideração quando ocorre a hibridização com 

Elaeis guineensis, obtendo plantas resistentes, de baixo porte e com alta qualidade de óleo 

(Valois, 1997). Devido a espécie apresentar facilidade de hibridação com Elaeis guineensis, 

pesquisadores vem ao longo dos anos realizando trabalhos visando a seleção de materiais com 

características agronômicas de interesse, contudo o número de materiais ainda é baixo. A 

única forma de reprodução da espécie ocorre por via sexuada, maneira esta que gera plantas 

desuniformes, germinação baixa e demorada. Uma forma de aumentar a sua reprodução seria 

por meio da clonagem in vitro, com o uso de uma técnica da cultura de tecidos, que é a 

embriogênese somática. Existem  relatos com sucesso descritos na literatura para algumas 

palmeiras:  Elaeis guineensis (Schwendiman et al., 1988; Teixeira et al., 1994), Euterpe edulis 

(Guerra e Handro, 1998), Euterpe oleracea (Ledo et al., 2002),  Areca catechu (Karun et al., 

2004) e Elaeis guineesis (Scherwinski-Pereira et al., 2010). Esta técnica permite que sem a 

fusão dos gametas, células somáticas diferenciadas ou indiferenciadas tornem-se competentes 

e determinem uma rota morfogenética para que ocorra o desenvolvimento do embrião 

somático (Gueye et al., 2009). A embriogênese somática reduz diretamente o tempo 

necessário para a multiplicação de plantas (Neumann et al., 2009).  

A embriogênese pode ser induzida a partir de qualquer tipo de explante, entretanto o uso 

de embriões zigóticos vem a ser algo promissor para o desenvolvimento de protocolos de 
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clonagem, devido ser um tecido jovem mais responsivo, que reduz o tempo para a obtenção 

do processo (Abdullah et al., 2005; Thuzar et al., 2011). 

O ponto de partida para a realização da embriogênese somática se dá com a formação de 

células com competência embriogênica, capazes de responder a sinais especificos como 

presença de reguladores de crescimento, condições do meio de cultura, estresses osmóticos, 

alterações de pH e tratamentos com diferentes substâncias (Guerra et al., 1999; Von Arnold et 

al., 2002; Yeung, 1995). O processo de indução da embriogênese somática está associado ao 

uso de auxinas, que quando adicionadas ao meio de cultura são consideradas substâncias 

responsáveis por desencadear a desdiferenciação e rediferenciação, alterando a determinação 

e conferindo novas competências às células responsivas presentes (Guerra et al., 1999). Em 

estudos bem sucedidos para a indução da embriogênese em palmeiras foram utilizadas duas 

auxinas: o ácido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) com Elaeis guineensis (Duval et al., 1995; 

Teixeira et al., 1993) e o picloram com Elaeis guineensis (Teixeira et al., 1995; Scherwinski-

Pereira et al., 2010) e Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007). 

Como forma de compreender melhor a formação do embrião somático, o uso de 

observações histológicas seria uma ferramenta útil para a compreensão e entendimento do 

processo embriogênico. Realizar o acompanhamento do desenvolvimento celular e dos 

tecidos nas diferentes fases da embriogênese irá ajudar a melhorar a eficiência dos protocolos 

de multiplicação, identificar qual posição no embrião zigótico irá iniciar a divisão celular e 

qual célula terá competência embriogênica bem como todas as etapas envolvidas na formação 

do embrião somático. 

O estudo do desenvolvimento dos embriões somáticos desde o inicio da divisão celular 

até a sua completa formação varia de acordo com a espécie. Em Acrocomia aculeata (Moura 

et al., 2009), constatou-se que as células responsivas aos estímulos originavam-se de células 

do procâmbio. Já em Elaeis guineensis (Kanchanapoom; Domyoas, 1999), a iniciação do 
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desenvolvimento da embriogênese somática teve origem subepidermal, resultados que 

discordam daqueles obtidos por Silva et al. (2014), ao estudar a embriogênese somática na 

mesma espécie, evidenciando a origem das células provindas das células do procâmbio.  

Ao realizar o estudo da morfoanatomia durante o desenvolvimento do embrião somático 

é possível identificar o tempo do desenvolvimento embrionário como observado em 

Acrocomia aculeata (Moura et al., 2008; Granja et al., 2018), com o processo de indução por 

120 dias. Silva et al. 2014, observaram que para a indução em Elaeis guineensis os embriões 

permaneceram por 150 dias em meio de indução enquanto para Cocos nucifera, foram 

necessários somente 56 dias para a indução de embriogênese somática (Verdeil et al. 2001). 

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a origem e o desenvolvimento 

dos embriões somáticos obtidos durante a indução da embriogênese somática a partir de 

embriões zigóticos de Elaeis oleifera . 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Assepsia e extração dos embriões zigóticos 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas localizado 

no Km 29 da AM-010, município de Manaus, Estado do Amazonas  pertencente a Embrapa 

Amazônia Ocidental. Inicialmente os diásporos tiveram o endocarpo removido com auxilio de 

martelo, as sementes foram imersas em solução de hipoclorito de sódio NaClO (2,5% de cloro 

ativo) a 50% (v/v) por 10 minutos, seguido de lavagens em água destilada e autoclavada. Os 

embriões foram cuidadosamente retirados das sementes com o auxilio de pinça e bisturi. Em 

ambiente de câmara de fluxo laminar, a assepsia consistiu na imersão dos embriões em 

solução de hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo) a 5% (v/v) por 5 minutos, seguida de 

tríplice lavagem em água destilada e autoclavada. Os embriões permaneceram sob agitação a 

100 rpm por 2 horas em solução biocida comercial PPM® (Plant Preserve Mixture®) a 5%.  
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Ensaios para a indução da embriogênese somática 

  Ensaio I - Ensaio com diferentes concentrações do ácido 2,4 diclorofenoxiacético 

(2,4-D) 

Para a indução de culturas embriogênicas, os embriões zigóticos foram inoculados 

individualmente em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MS (Murashige; 

Skoog, 1962), suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 2,0 g L-1 de carvão ativado, 6,0 g L-1 

de ágar, 100 mg L-1 de glutamina, 100 mg L-1 de caseina, 100 mg L-1 de ácido pantôtenico, 

100 mg L-1 de asparagina, 100 mg L-1 de arginina, e 2,4-D em diferentes concentrações (T1: 0; 

T2: 27,6 mg L-1;  T3: 55, 3 mg L-1 e T4: 110 mg L-1). O pH do meio de cultura foi ajustado 

para 5,8 e o meio de cultura autoclavado a 120°C por 15 minutos. 

As culturas foram mantidas no escuro, em sala de crescimento com temperatura de 

25±2ºC, sendo realizados cinco subcultivos para meio de mesma composição a cada 30 dias, 

totalizando 150 dias. Os resultados foram avaliados considerando-se ao final de cada 

subcultura  o porcentual de explantes com formação de calos primários, embriogênicos e não 

embriogênicos.   

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado composto por 

quatro tratamentos com 20 repetições cada. Os dados foram submetidos a análise de variância 

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância, sendo 

analisados com o emprego do programa de análises estatísticas Rbio (Bhering, 2017). 

 Ensaio II - Ensaio com diferentes meio de cultura  

 

Embriões zigóticos de Elaeis oleifera  foram inoculados em tubos de ensaio contendo 

15 mL de diferentes meio de cultura, sendo:  MS (Murashige; Skoog, 1962); OPCM 

(Heedchim, 2014) com modificações e Y3 (Eeuwens, 1976) com ou sem o regulador de 

crescimento 2,4-D a 110 mg L-1,  suplementados com 30 g L-1 de sacarose, 2,5 g L-1 de carvão 

ativado, 6,0 g L-1  de ágar, 100 mg L-1 de glutamina, 100 mg L-1 de caseina, 100 mg L-1 de 
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ácido pantôtenico, 100 mg L-1 de asparagina e 100 mg L-1 de arginina. Os tratamentos para 

este ensaio foram realizados da seguinte maneira: T1: MS+(2,4-D) 110 mg L-1, T2: 

OPCM+(2,4-D) 110 mg L-1, T3: Y3+(2,4-D) 110 mg L-1, T4: MS sem regulador, T5: OPCM  

sem regulador e T6:Y3 sem regulador. 

As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25±2ºC em 

condição de escuro, sendo realizados quatro subcultivos para meio de mesma composição a 

cada 30 dias, totalizando 130 dias. A cada subcultivo foram determinadas a porcentagem de 

explantes com formação de calos primários, embriogênicos e não embriogênicos.  

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, composto por seis 

tratamentos com 20 repetições. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA), sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%, com auxílio do programa 

de análises estatísticas Rbio (Bhering, 2017). 

 Ensaio III – Ensaio com diferentes genótipos e reguladores de crescimento 

Neste ensaio foram utilizados embriões zigóticos obtidos de sementes de três genótipos 

de Elaeis oleifera, os quais foram inoculadas em placas de petri contendo 15 ml de meio de 

cultura MS, suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 2,0 g L-1 de carvão ativado, 6,0 g L-1 de 

ágar, 100 mg L-1 de glutamina, 100 mg L-1 de caseína , 100 mg L-1 de ácido pantôtenico, 100 

mg L-1 de asparagina e 100 mg L-1 de arginina acrescido de dois reguladores de crescimento 

com diferentes concentrações. Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: 

T1: Genótipo 0806 com108,5 mg L-1  de picloram; 

T2: Genótipo 0806 com 110 mg L-1de 2,4-D; 

T3: Genótipo 1102 com 108,5 mg L-1  de picloram;  

T4: Genótipo 1102 com 110 mg L-1 de 2,4-D;  

T5: Genótipo 0704 com 108,5 mg L-1 de picloram;  

T6: Genótipo 0704 com 110 mg L-1 de 2,4-D. 
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Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25±2ºC e em 

condição de escuro, com subcultivos a cada 30 dias, totalizando 180 dias. A cada subcultivo 

foram determinadas a porcentagem de explantes com formação de calo primários, 

embriogênicos e não embriogênicos.  

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, três genótipos e 

dois reguladores de crescimento, sendo 4 placas com 5 embriões com 20 repetições por 

tratamento. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), sendo as 

médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%, com auxílio do programa de análises 

estatísticas Rbio (Bhering, 2017). 

Após 180 dias em meio de cultura de indução, as culturas embriogênicas foram 

transferidas para meio de cultura de diferenciação dos embriões somáticos, sendo os 

tratamentos T1, T3 e T5 transferidos para meio de cultura MS, sendo suplementado com 30 g 

L-1 de sacarose, 2,0 g L-1 de carvão ativado, 6,0 g L-1 de ágar, 100 mg L-1 de glutamina, 100 

mg L-1 de caseína , 100 mg L-1 de ácido pantôtenico, 100 mg L-1 de asparagina e 100 mg L-1 

de arginina e acrescido de picloram a 9,64 mg L-1, e 2ip isopentiladenina a 2,03 mg L-1. Os 

cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25±2ºC e em condição 

de escuro, foram realizados dois subcultivos a cada 30 dias, o material permaneceu por 60 

dias, após esse período encerrou-se o experimento. 

Análises anatômicas  

Para as análises histológicas foram realizadas coletas de duas amostras do material 

vegetal in vitro obtidos aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias em meio de indução da 

embriogênese somática e ao final de 60 dias em meio de diferenciação de embriões somáticos. 

As amostras foram imersas em solução fixadora FAA 70% (formaldeído, ácido acético e 

etanol 70%, em razão de 1:1:18 v/v) (Johansen, 1940), sob vácuo por 24h. Subsequentemente, 
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as amostras foram desidratadas em uma série alcoólica crescente (70-95%), infiltradas e 

incluídas em historresina (Leica®) de acordo com as recomendações do fabricante. Cortes 

seriados em longitudinais (5µm) foram obtidos em micrótomo rotatório manual (Leica® 

modelo RM 2125), distendidos e aderidos às lâminas microscópicas em placa aquecida a 

40°C. Os cortes foram corados com azul de Toluidina, tampão citrato buffer, pH 4.0  (O’Brien 

e Mc Cully 1981) e as lâminas montadas foram analisadas em microscópio ótico Carl Zeiss®, 

para descrição anatômicas e as fotomicrografias das diversas fases de desenvolvimento dos 

calos. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Ensaio I - Ensaio com diferentes concentrações do ácido 2,4 diclorofenoxiacético 

(2,4-D) 

Após 14 dias de cultivo em meio de indução verificou-se o intumescimento dos 

embriões zigóticos, este comportamento é comum nesta fase inicial sendo descritas por alguns 

autores outras palmeiras como: Elaeis guineensis (Silva et al., 2012), Acrocomia aculeata 

(Moura et al., 2009) e Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007). 

 Com  30 dias de estabelecimento in vitro os explantes dos tratamentos 1, 3 e 4  

diferiram estatisticamente entre si, apresentaram a  formação de calos primários (Figura 1), o 

mesmo observado em outras palmeiras como Elaeis guineensis (Balzon et al., 2013), 

Acrocomia aculeata (Luis e Scherwinski-Pereira, 2014) e Phoenix dactylifera (Sané et al., 

2006) com o uso do regulador 2,4-D na indução da embriogênese somática.  

Estes calos evoluíram do aspecto primário ao nodular ao longo do cultivo, sendo que ao 

final de 150 dias apresentavam características globulares embriogênicas. Os tratamentos 

aplicados diferiram estatisticamente entre si (Figura 2), sendo o tratamento 4 com 110,5 mg L-

1 de 2,4-D, o mais responsivo e superior aos demais, com a formação de 88% de calos 

globulares embriogênicas. Os demais tratamentos apresentaram médias inferiores de 28%, 
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24% e 33% para os tratamento T1 (controle), T2 (26,6 mg L-1) e T3 (55,3 mg L-1), 

respectivamente.  Este mesmo comportamento também foi observado por  Guerra e Handro 

(1998) em embriões zigóticos de Euterpe edulis, ao testarem o meio MS com o regulador 2,4-

D a 110 mg L-1. Os autores comentam a inibição da germinação e o desenvolvimento de 

estruturas granulares translúcidas que caracterizaram os estágios iniciais da embriogênese 

somática, sendo um processo embriogênico contínuo e não sincrônico.  

As baixas concentrações do regulador utilizadas nos tratamentos 2 e 3 induziram à  

formação de uma massa celular de coloração branca-amarelada com características de calos 

não embriogênicos (Figura 3), assim permaneceram por 150 dias até iniciar a oxidação e 

degeneração dos tecidos.  

 Em todos os tratamentos realizados foi observada a proliferação de calos que foram 

classificados como embriogênicos ou não embriogênicos. A classificação foi feita por meio da 

coloração, formato e textura dos calos. Tais características foram observadas com o uso do 

mesmo regulador 2,4-D, utilizado em estudo realizado com Acrocomia aculeata (Granja et al., 

2018; Luis e Scherwinski-Pereira, 2014; Moura et al., 2008), Elaeis guineensis (Mattia, 2013) 

e Euterpe oleracea (Ledo et al., 2002).  Os autores nomearam como calos não embriogênicos 

aqueles que apresentavam característica de coloração branca e esponjosa e os calos 

embriogênicos com coloração amarelada e aparência de aspecto globular. O regulador de 

crescimento 2,4-D está envolvido na ativação e regulação da divisão e diferenciação celular 

(Namasivayam, 2007). Único capaz de realizar o transporte polar  célula  a célula de um 

modo dependente de energia. Esta auxina é capaz de induzir respostas dependentes da 

concentração específica em tecidos alvos (Taiz e Zeiger, 2017). O uso do 2,4-D é comumente 

utilizado e bem sucedido na indução da embriogênese somática em Elaeis guineensis (Besse 

et al., 1992; Jayanthi et al., 2011; Konan et al., 2010; Kanchanapoom e Domyoas, 1999; 

Thuzar et al., 2011; Thawaro; Te-Chato 2009). 
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  Em todos os tratamentos observou-se a paralisação da formação dos tecidos entre 

60 e 150 dias, sem progressão para os estádios subsequentes. Acredita-se que o uso de altas 

concentrações de 2,4-D possam ter inibido a progressão das culturas, fato este observado em 

estudo realizado na indução da embriogênese somática a partir de embriões zigóticos de 

Elaeis guineensis por Mattia, (2013). Neste estudo verificou-se a paralização da formação do 

calo em estádio globular em grande parte dos explantes sem progressão para outros estádios. 

A autora recomenda a redução do tempo de permanência dos explantes em culturas com altas 

concentrações de 2,4-D. 

 Após 150 dias de cultivo em meio de indução de calos nos tratamentos 1, 2 e 3, 

observou-se a perda dos explantes por oxidação dos tecidos.  De fato a oxidação é comum em 

várias espécies de palmeiras quando cultivadas em elevadas concentrações de auxinas (Moura 

et al., 2009; Scherwinski-Pereira et al., 2010). Tal oxidação ocorre em resposta a algum 

estresse induzido ou injuria, a qual caracteriza-se pelo escurecimento das partes excisadas do 

explante, impedindo a absorção dos constituintes do meio pelo explante em virtude da 

obstrução do tecido oxidado (Van Winkle et al., 2003). Em estudo com outras espécies de 

palmeiras como Acrocomia aculeata (Moura et al., 2009) e Elaeis guineensis (Balzon et al., 

2013) constataram que a adição do carvão ativado diminuiram as taxas de oxidação dos 

tecidos em relação com os meio de cultura desprovido de carvão, contribuindo para a 

formação dos embriões somáticos.  

Ensaio II - Ensaio com diferentes meio de cultura  

Aos 14 dias após a inoculação dos embriões zigóticos, os explantes responderam aos 

diferentes tratamentos testados, visualizando-se o intumescimento dos embriões zigóticos, 

dando destaque ao meio Y3 que apresentou maior tamanho em relação aos demais embriões, 

tendo praticamente toda a sua região distal dobrado de tamanho (Figura 4-g).  
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Com 30 dias, em todos os tratamentos testados houve formação e/ou aumento dos calos 

primários com crescimento não organizado, bem como mudança de coloração amarelada por 

toda região proximal e distal do embrião (Figuras 4 b, e, h). Comparando os meios de culturas 

testados não houve diferença estatística para formação de calos primários, o meio OPCM 

apresentou 75%, enquanto que Y3 55% e o MS 70% de calos primários (Figura 5).  

Apesar de os meios de culturas apresentarem 2.0 g L-1de carvão ativo, aos 90 dias 

observou o início da oxidação nos explantes em todos os tratamentos. As partes afetadas 

foram aquelas em que as estruturas estavam em contato com o meio de cultura. O carvão ativo 

é uma subtância comumente utilizada para a diminuição das intoxicações de cultura pelos 

fenóis oxidados que são produzidos pelos próprios tecidos, e adsorção de substâncias tóxicas 

presentes no meio (Caldas et al., 1998).  

Desde o inicio do cultivo in vitro até finalização do experimento com 130 dias, os 

embriões nos meios de culturas testados MS, OPCM e Y3, apresentaram algumas 

particularidades. No meio MS foi constatada a formação de calos embriogênicos de aparência 

nodular e coloração amarelada (Figura 4-c). Em se tratando do meio OPCM, visualizou-se o 

surgimento de raízes ao longo de todo o período do cultivo in vitro, inclusive a formação de 

calos não embriogênicos esponjosos e coloração branca (Figura 4-f). Kerdsuwan e Te-Chato 

(2015), observaram a formação de raízes no explante durante a indução da embriogênese 

somática. Os referidos autores relatam que a presença das raízes acontece certamente por que 

o meio OPCM apresenta uma concentração maior de CuCl2⋅6H2O e CaCl2⋅2H2O. No meio Y3 

houve a formação de calos nos primeiros dias de cultivo como já descrito, no decorrer do 

experimento houve a multiplicação dos mesmos, entretanto sua coloração, textura e formato 

foram classificados como calos não embriogênicos (Figura 4-i).  

 Ao final de 130 dias comparando os meios de cultura testados não houve diferença 

estatística para formação de calo nodular. O meio de cultura MS e Y3 apresentaram 25% de 
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fromação de calo nodular enquanto que o OPCM apenas 15%. Bonetti et al. (2016), ao testar 

os meios de cultivo MS e Y3 acrescido com 2,4-D a 110 mg L-1, na indução de embriões 

zigóticos de Elaeis guineensis, observaram aos 90 dias de cultivo in vitro a formação de calos 

friável 62% e 44,59%, em meios de cultivo MS e Y3. Em Acrocomia aculeata, Luis e 

Scherwinski-Pereira (2014), verificaram diferença no percentual na formação de calos 

primários após 90 dias testando os meios de cultura MS e Y3 acrescido de 2,4-D, 10 e 75%, 

respectivamente. Thuzar et al. (2011) ao indurizem a embriogênese somática em Elaeis 

guineensis Jacq. cv. ‘Tenera’, testando diferentes meio de cultura encontraram melhores 

resultados na formação de calos embriogênicos quando usaram o meio de cultura MS com o 

regulador 2,4-D. Muniran et al. (2008), cultivando embriões zigóticos de E.guineensis “Dura”, 

observaram que os meios Y3 e MS são eficientes na formação de calos quando suplementados 

de 2,4-D, obtendo 98 e 80% de explantes formando calos com características embrionárias, 

respectivamente. O meio Y3 apresenta em sua composição outros macronutrientes como 

(KCL, NaH2PO4.H2O, NH4Cl, além de outros) em relação ao meio MS. A presença desses 

macronutrientes em sua composição possa ter influenciado na formação de calos com 

características embriogênicas nos trabalhos citado acima, contudo com Elaeis oleifera não 

mostrou-se eficiente. 

Ensaio III – Ensaio com diferentes genótipos e reguladores de crescimento  

 Após 15 dias de cultivo os explantes de todos os genótipos responderam ao tratamento 

aplicado. Nesse período observou-se o intumescimento dos embriões zigóticos. Com 30 dias 

de cultivo, percebeu-se o rompimento da região proximal do embrião em todos os genótipos 

avaliados, fato este já observado em outros ensaios descritos neste trabalho. Respostas 

diferenciadas na morfologia dos calos entre os genótipos foram observadas em condições de 

cultivo semelhantes (Figura 7). Nota-se a formação de calos primários com coloração amarela 

e crescimento desorganizado. Podemos observar que o genótipo 0806 acrescido do regulador 
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picloram foi o que apresentou maior tamanho do calo primário em relação ao demais 

genótipos (Figura 7-d). 

Entre 60 e 150 dias ocorre continuidade do crescimento e incremento do tamanho dos 

calos. Alguns apresentaram coloração amarela outros branca, um pequeno número exibiu 

calos com características globulares, outros apenas massas de células desorganizadas. Durante 

esse período pôde-se observar que alguns células tiveram competência para formar calos com 

características embriogênicas ou não. Após 180 dias do processo de indução da embriogênese 

somática, os genótipos 0806 e 0704 apresentaram 13,5% e 13%, respectivamente, na 

formação de calos com características embriogênicas, diferindo estatisticamente do genótipo 

1102, com 4,5% (Tabela 1). Estudo que corrobora com Silva et al. (2012), onde verificaram 

diferenças na formação de calos embriogênicos em nove genótipos de Elaeis guineensis 

Granja et al. (2018), ao avaliar 19 genótipos de Acrocomia aculeata comentam a variabilidade 

que ocorre quanto à responsividade do tecido em relação à calogênese in vitro.  

Através desses estudos foi constatado que genótipos de uma mesma espécie apresentam 

diferenças de respostas quando cultivadas nas mesmas condições de cultivo. Este fator pode 

estar ligado às variações no conteúdo de hormônios endógenos entre os genótipos (Silva et al., 

2012). Abreu et al. (2012) relata que na família Arecaceae as diferentes respostas dos 

genótipos podem está relacionada com a alta diversidade genética dos materiais vegetais que 

são propagados via seminífera. 

Em outras culturas uma explicação para as diferenças genotípicas seria a forma que 

cada genótipo reage com o conteúdo de reguladores de crescimento presentes no meio de 

cultura, de acordo com Somleva et al. (1995). Guzzo et al. (1994),  descrevem que a reação do 

tecido do calo com os reguladores presentes no meio de cultura pode estar relacionada com a 

existência de receptores hormonais, que ativam genes específicos relacionados à resposta 

embriogênica. 
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Os reguladores de crescimento picloram e 2,4-D, acrescidos ao meio de cultura 

promoveram diferentes respostas aos 30 dias de cultivo in vitro nos genótipos. O regulador 

picloram  promoveu a formação de calos primários com 87,33%, diferindo do regulador 2,4-D 

com 65% (Tabela 2).  Aos 180 dias de cultivo in vitro observou-se que o regulador picloram 

propiciou 17, 33% de calo com aspecto nodular, enquanto o regulador 2,4-D apenas 3,33% 

(Tabela 2). O regulador picloram tem sido usado com sucesso em algumas espécies de 

palmeiras obtendo calos com características nodulares como em Elaeis guineensis (Balzon et 

al., 2013; Scherwinski-Pereira et al., 2010; Silva et al., 2012), Euterpe oleracea (Scherwinski-

Pereira et al., 2012) e Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007).  

Para a indução da embriogênese somática as auxinas são adicionadas ao meio de cultura 

para formação de calos embriogênicos (Eshraghi et al., 2005; Portilho et al., 2007).  A auxina 

2,4-D foi utilizada para indução de ES com formação de calos embriogênicos em algumas 

espécies de palmeiras: Acrocomia aculeata (Luis e Scherwinski-Pereira, 2014), Elaeis 

guineensis  (Thuzar et al., 2011), hibrido interespecífico (Elaeis oleifera (H.B.K) Cortés x 

Elaeis guineensis Jacq.)  e  Phoenix dactylifera (Gueye et al., 2009), entretanto esses dados 

não foram obtidos neste estudo.  

 As auxinas 2,4-D, dicamba e picloram, são responsáveis em influenciar a atividade 

celular, interagir com hormônios endógenos e modificar a expressão gênica, promovendo 

assim desdiferenciação e rediferenciação em estádio embriogênico durante a indução da 

embriogênese somática (Jiménez et al., 2005). Guerra e Handro (1998), observaram que a rota 

do embriogênese somática em Euterpe edulis ocorre através da interação entre o estágio 

fisiológico do explante com o tipo e concentração de reguladores de crescimento presentes 

meio de cultura. 
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Durante o cultivo in vitro observou que os explantes em meio acrescido de 2,4-D 

apresentaram maior percentual de calos não embriogênicos 29,66% e oxidação lenta que 

acabou levando a necrose e perda do explante.  

 

Análises anatômicas 

Aos 30 dias de cultivo dos embriões zigóticos em meio de indução da embriogênese 

somática, verificou na região proximal do explante divisão celular, que resultaram na 

formação de massas celulares meristemáticas primárias. Essas massas meristemáticas são 

formadas por células pequenas, isodiamétricas, de citoplasma denso e núcleo evidente (Figura 

8-c). Entre a região distal e proximal do embrião. As divisões das células ocorreram no 

sentido periclinal e anticlinal no meristema fundamental e contribuíram para o 

intumescimento e colapso da região proximal (Figura 8-b). Nesta fase a ativa divisão celular 

na região proximal provocou a ruptura da protoderme, onde se encontrava o eixo embrionário. 

A formação de massas celulares meristemáticas primárias na região proximal foi  também 

observado em embriões zigóticos de Bactris gasipaes por Steinmacher et al. (2007) e 

Acrocomia aculeata, por Moura et al. (2009). Resultado diferente foi encontrado por Silva et 

al. (2014) em embriões de Elaeis guineensis, evidenciaram que a formação de massas de 

células meristemáticas ocorreram na região distal. 

Calos primários de coloração amarelada foram observados após 60 dias em meio de 

indução (Figura 9-a). Massas meristemáticas se fragmentaram, levando o iniçio da formação 

de estruturas globulares (Figura 9-b). Células de tamanho maior e aspecto parenquimático são 

observados na região próxima a protoderme e as células do meristema fundamental da região 

proximal do embrião (Figura 9-c). Nas proximidades do procâmbio observa-se um 

aglomerado circular de células isodiamétricas, com núcleo evidente em diferenciação, 

ocorrendo intensas divisões mitóticas (Figura 9-d). Em secção longitudinal nota-se o aumento 
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das células meristemáticas próximas ao procâmbio (Figura 9-e). Os resultados deste trabalho 

corrobora com os realizados por Silva et al. (2014) em  Elaeis guineensis, através de análise 

histológica evidenciaram que os embriões somáticos se originavam de células procambiais e 

nas  células parenquimáticas adjacentes ao tecido vascular. Não obstante Schwendiman et al. 

(1988) em estudo com a mesma espécie verificaram que os eventos da divisão celular durante 

a embriogênese somática foram observados em células adjacentes ao tecido vascular. Já 

Kanchanapoom e Domyoas (1999) em estudos com Elaeis guineensis comentam que a origem 

das massas de células meristemáticas são a partir de células subepidérmicas. Em Acrocomia 

aculeata Moura et al. (2009) constataram que as células meristemáticas originavam-se de 

células do procâmbio ou de células perivasculares que proliferavam produzindo massas 

meristemáticas. Estudos realizados com Phoenix dactylifera (Sané et al., 2006) e Euterpe 

edulis (Guerra e Handro, 1998), mostrou que os eventos da divisão celular durante a 

embriogênese somática surgiram a partir de células adjacentes ao tecido vascular, resultando 

em calos meristemáticos primários. Através desses trabalhos realizados com espécies da 

mesma família constatou-se que a origem das massas celulares com competência para originar 

embriões somáticos podem surgir a partir de diferentes células do embrião zigótico. 

 Aos 90 dias de cultivo, pode-se observar a continuação da divisão celular levando ao 

aumento na formação de calos e progressão para calos embriogênicos nodulares (Figura 10-b). 

Nesta fase visualizou-se a presença de elementos traqueais (Figura 10-c), o mesmo observado 

por Maciel et al. (2010) em Bactris gasipaes. Os calos nodulares são constituídos somente por 

células meristemáticas (Figura 10-e).  Em Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007) e Elaeis 

guineensis (Silva et al., 2014) foi evidenciado que os calos formados nas espécies estudadas 

eram constituídos de células meristemáticas. Entretanto, essa formação ocorreu por volta de 

45 dias de cultivo in vitro, resposta do tecido bem mais rápida do que em embriões da espécie 

em estudo.   
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Com 120 dias de cultivo in vitro houve o aumento de massa meristemática (Figura 11-a),  

e mudança para a formação de calos globulares, constituídos de células meristemáticas em 

continua divisão (Figura 11-b e d). Visualizou-se  o início também da formação da protoderme 

(Figura 11-c). Estudos realizados com Bactris gasipaes (Maciel et al., 2010, Steinmacher et 

al., 2011), Acrocomia aculeata (Moura et al., 2010) indicam que a formação da protoderme 

durante a indução da embriogênese somática de estruturas globulares já são características de 

pequenos embriões imaturos.Estes apresentam estruturas lisas e redondas, células procambiais 

e uma protoderme bem definida, estruturas não visualizadas no presente estudo. 

Com 150 dias são visíveis calos globulares de coloração amarelada (Figura 12-a). 

Divisões celulares no sentido anticlinal são evidentes (Figura 12-b). Verifica-se tecido 

embriogênico proliferativo contendo células isodiamétricas pequenas, com citoplasma denso e 

um núcleo volumoso (Figura 12-c). Em outras espécies de palmeiras como Euterpe oleracea 

(Ledo et al., 2002), Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007) e Elaeis guineensis (Silva et 

al., 2014),  observa-se a formação de embriões somáticos neste mesmo período. 

 Aos 180 dias de cultivo ocorreu o início da formação de pró-embriões em estádio 

globular constituídos por células meristemáticas delimitadas por uma protoderme que está se   

estruturando (Figura 13-b). Neste estádio os pró-embriões não estão conectados ao tecido de 

origem. Esse isolamento demonstra independência do tecido de origem, evidenciando origem 

unicelular. A origem dos embriões somáticos em palmeiras tem sido descrita pelos autores 

como sendo de origem unicelular ou multicelular, dependendo da espécie como em: Cocos 

nucifera (Chan et al., 1998; Dussert et al., 1995; Sáenz et al., 2006, Verdeil et al., 1994), 

Elaeis guineensis (Balzon et al., 2013; Kanchanapoom e Domyoas 1999; Silva et al., 2014) e 

Acrocomia aculeata (Luis e Scherwinski-Pereira 2014). 

Após 60 dias de cultivo em meio de diferenciação, observou-se a formação da 

protoderme  (Figura 14), que irá compor o embrião somático (Figura 14-b).  Em Acrocomia 
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aculeata, Granja et al. (2018), relata a formação de embrião somático, evidenciando apenas a 

formação de uma protoderme bem definida e cordões procambiais. Já em Elaeis guineenses, 

Silva et al. (2014), evidenciaram a formação de embriões somáticos totalmente diferenciado, 

caracterizando-o pela formação da protoderme, do haustório, meristema apical e duas bainhas 

foliares. 

CONCLUSÕES 

A embriogênese somática induzida a partir de embriões zigóticos em Elaeis oleifera 

pode ser considerada uma forma alternativa e promissora para a formação de mudas. Nas 

condições em que foi desenvolvido o presente estudo pode-se concluir que: 

 Altas concentrações do regulador 2,4-D são efetivas na indução de calos primários, 

contudo a permanência do explante no meio de cultura com elevada concentração de 

2,4-D leva a oxidação; 

 O meio de cultura MS foi  mais eficiente na formação de calos com características 

embrionárias; 

 O genótipo 1102 de Elaeis oleifera foi o mais responsivo que os genótipos 0704 e 

0806 quanto à formação de calos, evidenciando o efeito genotípico diferenciado na 

indução da embriogênese somática; 

 Diferentes estádios embrionários foram obtidos e confirmados pelas análises 

histológicas;  

 A origem das células meristemáticas durante a indução da embriogênese somática a 

partir de embriões zigóticos de Elaeis oleifera provém das células procâmbiais; 

 Durante a indução da embriogênese somática os calos primários se originam aos 30 

dias de cultivo em meio de cultura de indução; 

 Embriões zigóticos de Elaeis oleifera induzidos à embriogênese somática originaram 

pró-embriões aos 180 dias de cultivo em meio de cultura de indução; 
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 Após 60 dias em meio de diferenciação observou-se o inicio da formação de estruturas 

que irão formar um embrião somático. 

 As etapas da embriogênese somática estudadas neste trabalho, corroboram com o 

entendimento dos eventos que ocorrem no inicio da formação de embrião somático a 

partir de zigótico e contribuem com o aprimoramento de protocolos das técnicas de 

cultivo in vitro. 
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ANEXOS

Ensaio 1 

 

 

 

Figura 1. Efeito de diferentes concentrações de 2,4-D na formação de calos primários induzidos durante a 

embriogênese somática de Elaeis oleifera aos 30 dias de cultivos. T1: controle; T2: 26,6 mg L-1 T3: 55,3 mg L-1 

e T4: 110,5 mg L-1. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 

5% de probabilidade.  

 

 

Figura 2. Porcentagem de formação de calos globulares de Elaeis oleifera em diferentes concentrações de 2,4-D 

ao final de 150 dias. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey 

a 5% de probabilidade. 
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Figura 3. Formação de  calos em embrião de Elaeis oleifera durante a embriogênese somática. a) embrião 

zigótico de Elaeis oleifera  demonstrando região proximal e região distal do explante: b) explante com 60 dias de 

cultivo em meio MS com 2,4-D a 27,6 mg L-1 com formação de calos com características não embriogênicas: c) 

explante com 150 dias de cultivo em meio MS com 2,4-D a 27,6 mg L-1 com calos não embriogênicos: d) 

explante com 60 dias de cultivo em meio MS com 2,4-D a 55,3 mg L-1, formação de calos embriogênicos e) 

explante com 150 dias de cultivo em meio MS com 2,4-d a 55,3 mg L-1, formação de calos embriogênicos. 

(rp:região proximal; rd: região proximal).  

 

Ensaio 2 

 

 

Figura 4. Embriões de Elaeis oleifera durante a indução da embriogênese somática em diferentes meios de 

cultura acrescido de regulador de crescimento 2,4-D a 110 mg L-1. a-c: meio MS; d-f: meio OPCM; g-i: meio Y3; 

a, d, g: embriões entumescidos com 14 dias de cultivo; b, e, h: explante com 30 dias com formação de calos 

primários; c, f, i: calos aos 130 dias, onde c) calos embriogênicos, f) calos não embriogênicos e com formação de 

raízes: i) calos não embriogênicos.(barras = 1cm). 
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Figura 5. Efeito dos diferentes meios de cultura na indução de calos primários de Elaeis oleifera ao final de 30 

dias. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 

 

Figura 6. Efeito dos diferentes meios de cultura na formação calos nodular de Elaeis oleifera ao final de 30 dias. 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
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Ensaio 3 

 

 

Figura 7. Resposta dos diferentes genótipos e reguladores de crescimento na indução de calos em Elaeis oleifera 

ao final de 30 dias. a-c: genótipos em meio de cultura MS acrescido do regulador 2,4-D (110 mg L-1). d-e: 

genótipos em meio de cultura MS acrescido do regulador Picloram (108,5 mg L-1). (Barras = 1cm). 

 

  

Tabela 1: Porcentagem da formação de calos embriogênicos de Elaeis oleifera em diferentes 

genótipos. 

Genótipos 
Calos embriogênicos 180 

dias 

Genótipo 0704 13 a 

Genótipo 1102 4,5 b 

Genótipo 0806 13,5 a 

DMS 5,38 
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade.  

 

 

Tabela 2: Porcentagem do efeito dos reguladores de crescimento na indução de calos de 

Elaeis oleifera em diferentes genótipos. 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade 

 

Reguladores 
Calo primário 

30 dias 

Calo Embriogênico 

 180 dias 

  Calo não embriogênico 

180 dias 

Picloram 108,5 mg L-1 87,33 a  17,33 a 0,66 a 

2,4-D 110 mg L-1 65,00 b 3,33 b 29,66 b 

DMS 10,31 3,66 6,52 
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Análises anatômicas 

 
Figura 8. Secções de explante de Elaeis oleifera aos 30 dias de cultivo em meio de cultura para a indução da 

embriogênese somática. a) embrião zigótico com calos primários; b-d: cortes longitudinais do embrião; b) 

embrião zigótico apresentando região proximal diferenciada em relação a região distal, divisões periclinal e 

anticlinal das células (seta); c) região proximal apresentando células com características meristemáticas (seta). d) 

detalhe da diferença das  células do embrião e da células em divisão (seta); (rp: região proximal, rd: região distal, 

mm: massa meristemática). 

 
Figura 9. Secções de explante de Elaeis oleifera  aos 60 dias de cultivo em meio de cultura para a indução da 

embriogênese somática. a) embrião zigótico com calos primários de coloração amarela; b) embrião zigótico 

apresentando região proximal diferenciada em relação à região distal; c) detalhe da presença de protoderme, 

meristema fundamental e células parenquimáticas; d) aglomerado de células meristemáticas na região proximal 

com intensa divisão celular (seta); e) transição entre região proximal e distal do embrião. (pd: protoderme, mf: 

meristema fundamental, par: parênquima, pc: procâmbio, mm: massa meristemática). 
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Figura 10. Secções de explante de Elaeis oleifera aos 90 dias de cultivo em meio de cultura para a indução da 

embriogênese somática. a) embrião zigótico com calos nodulares de coloração amarela; b) região proximal com 

massas meristemáticas; c) região proximal com elementos traqueais; d) fragmentação de massa meristemática 

com aspecto nodular; e) região meristemática. (mm: massa meristemática; tr: elementos traqueais). 

 
Figura 11. Secções de explante de Elaeis oleifera aos 120 dias de cultivo em meio de cultura para a indução da 

embriogênese somática. a) embrião zigótico com calos globulares de coloração amarela; b) aspecto geral de 

calos embriogênicos constituídos por células meristemáticas; c) região meristemática inicio da formação da 

protoderme (seta); d) detalhe de células meristemáticas (eg: embrião globular; mm: massa meristemática).   
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Figura 12. Secções de explante de Elaeis oleifera aos 150 dias de cultivo em meio de cultura para a 

indução da embriogênese somática. a) embrião zigótico com calos globulares de coloração amarela; b) aspecto 

geral de calos embriogênicos constituídos por células meristemáticas com divisões antiticlinal (seta); c) região 

meristemática com células em divisão (seta). 

 

 
Figura 13. Secções de explante de Elaeis oleifera aos 180 dias de cultivo em meio de cultura para a indução da 

embriogênese somática. a) embrião zigótico com calos globulares de coloração amarela; b) aspecto geral de pró-

embriões constituídos por células meristemáticas e elementos traqueais. 
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Figura 14. Secções de explante de Elaeis oleifera aos 60 dias de cultivo em meio de 

diferenciação de embriões somáticos. a) embrião zigótico com calos globulares de coloração 

branca; b) embrião somático; c) detalhe da protoderme. 
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Tabela 3: Quadro ANOVA  do ensaio 3  –Teste com diferentes genótipos e reguladores de 

crescimento 

 

 

 

 

 

 

 

** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nível de 5% de 

probabilidade (.01 =< p < .05);  ns não significativo (p >= .05)            

 

 

 

 

 

 

     FV             GL             SQ                   QM                  F         

Fator1(F1)      2       2046.66667      1023.3333      10.0109 ** 

Fator2(F2)      1       5880.00000      5880.0000      57.5217 ** 

Fator3(F3)      4      19253.33333      4813.3333      47.0870 ** 

Int. F1xF2      2       3380.00000      1690.0000      16.5326 ** 

Int. F1xF3      8       3086.66667       385.83333       3.7745 ** 

Int. F2xF3      4       8853.33333      2213.3333      21.6522 ** 

Int.F1x2x3      8       5086.66667       635.83333       6.2201 ** 

Tratamentos    29      47586.66667      1640.91954      16.0525 ** 

Resíduo          90       9200.00000       102.22222                 

Total         119      56786.66667                                 

 

 

 


