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RESUMO 
 
 
O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) é uma palmeira promissora para a produção 

de óleo combustível devido ao elevado rendimento. Mas para que a cultura possa 

proporcionar alto retorno em produtividade, genótipos melhorados devem ser 

multiplicados vegetativamente de forma a garantir a perpetuação das características 

agronômicas de interesse. A micropropagação do dendezeiro pela embriogênese 

somática pode aumentar a produção de indivíduos de alta produtividade e/ou 

resistentes a doenças em larga escala para novas plantações. O trabalho objetivou 

estabelecer um protocolo de indução da embriogênese somática (ES) e regeneração 

de plantas de dendezeiro (E. guineensis, var. dura), a partir de diferentes explantes, 

meios de cultura e combinações de reguladores de crescimento, bem como avaliar 

aspectos morfo-histológicos estruturais dos tecidos embriogênicos formados. 

Plantas de dendezeiro var. dura foram coletadas no Campo Experimental da 

Embrapa Acre e levadas ao Laboratório de Morfogênese e Biologia Molecular 

(LABMOL) onde os experimentos foram desenvolvidos. Num primeiro experimento 

foi avaliada a eficiência da técnica thin cell layer (TCL) na indução da ES a partir de 

três tipos de explantes oriundos de segmentos caulinares de mudas de dendezeiro 

em meio de cultura contendo 2,4-D e Picloram (225 e 450 µM). Resultados 

significativos foram obtidos para o corte TCL basal, sendo que as melhores 

respostas embriogênicas foram alcançados com 450 µM de Picloram. Plantas 

completas foram regeneradas em meio de cultura diluído pela metade dos sais de 

MS e desprovido de reguladores de crescimento, após cerca de 150 dias de cultivo. 

As análises histológicas das estruturas dos embriões zigóticos e somáticos 

demonstraram semelhanças entre si, como a presença de meristema apical e 

primórdios foliares. Num segundo experimento, a ES foi induzida em explantes 

foliares de três genótipos de dendezeiro (GES3, GES4 e GES6), em meio de cultura 

de MS adicionado de 225 µM de 2,4-D e Picloram. Verificou-se que os genótipos 

testados apresentaram diferenças estatísticas significativas em relação às variáveis 

percentagem de explantes com embriões somáticos e número de embriões 

somáticos formados. O genótipo GS4 proporcionou resultados significativamente 

melhores que os demais e o Picloram foi estatisticamente superior ao 2,4-D na 

indução da ES. Por fim, foi avaliada a capacidade de reversão de inflorescências 

femininas imaturas de dendezeiro ao estado vegetativo embriogênico. Para tanto, a 



 

Influência de tipos de meios de cultura, reguladores de crescimento, posição do 

explante na inflorescência, bem como o uso de substâncias antioxidantes foram 

testados. De maneira geral, verificou-se que o meio de MS foi superior ao meio Y3 

na indução da ES em inflorescências imaturas de dendezeiro, var. dura, sendo o 

Picloram a auxina que, de modo geral, proporcionou os melhores resultados para as 

variáveis estudadas. Quando se avaliou a posição (basal ou apical) do explante na 

ráquila, não foram observadas diferenças nas respostas embriogênicas. Por fim, 

verificou-se que o carvão ativado e altas concentrações de auxinas no meio de 

cultura são de fundamental importância para a diminuição nos níveis de oxidação e 

morte dos explantes e melhorar a indução da ES em inflorescências imaturas de 

dendezeiro, var. dura.  

 
Palavras-chave: Elaeis sp.. Micropropagação. Camada fina de células. Biodisel. 

Bioenergia. Agroenergia. Biocombustíveis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 
 
Oil palm is promising palm specie for production of biofuel oil due to the high yield. 

Althought the culture can provide high return in productivity, improved genotypes 

should be multiplied to guarantee the perpetuation of agronomic characteristics. 

Micropropagation of oil palm through somatic embryogenesis may enable the mass 

production of elite high-yielding or disease-resistent plants in large scale for new 

plantations. This work objectified to establish a protocol of somatic embryogenesis 

(SE) induction and plant regeneration of oil palm (E. guineensis, var. dura), from 

different explants, culture media and combinations of growth regulators, as well as to 

evaluate morpho-histological aspects of embryogenic tissues. Plants of oil palm, var. 

dura, were collected of the field at Embrapa Acre and taken to the Laboratory of 

Morphogenesis and Molecular Biology (LABMOL) where the experiments were 

carried out. In a first experiment the efficiency of thin cell layer (TCL) technique was 

evaluated for SE induction from three explants of young plants of oil palm in culture 

media with 2,4-D and Picloran (225 µM and 450 µM). Significant results were 

obtained for basal explant, and best results for SE were reached with 450 µM of 

Picloran. Complete plants were regenerate from culture medium with half salts of MS 

and without growth regulators after about 150 days. The histological analyses the 

zygotic and somatic embryos demonstrated likeness to each other, as the presence 

of apical meristems and foliar primordia. In a second experiment, SE was induced in 

foliar explants of three genotypes of oil palm (GES3, GES4 and GES6), in MS culture 

medium added of 2,4-D and Picloran at 225 µM. It was verified that the genotypes 

presented statistical differences to percentage of explants with somatic embryos and 

number of somatic embryos. The genotype GS4 provided the best results when 

compared with the others and Picloran was better than 2,4-D in the induction of SE. 

Finally, it was evaluate the capacity of reversion of oil palm female immature 

inflorescences to the vegetative embryogenic state. For that, the influence of types of 

culture media, growth regulators, position of the explant in the inflorescence, as well 

as the use of antioxidant substances was evaluated. In general, it was verified that 

the MS medium was superior to Y3 in the induction of SE in immature inflorescences 

of oil palm, var. dura, and Picloran was the auxin that provided the best results. 

When the position of the explants in the rachillae was evaluated (basal or apical) for 

SE, differences were not observed. Finally, it was verified that active charcoal and 



 

high auxins concentrations in culture media are fundamental for decrease the 

oxidation levels and death of the explants and improve the induction of SE in 

immature inflorescences of oil palm, var. dura. 

 
Keywords: Elaeis sp.. Micropropagation. Thin cell layer. Biodiesel. Bioenergy. 

Agroenergy. Biofuels.  
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FIGURA 6  - Aspectos morfológicos e histológicos dos embriões somáticos 

e zigótico de dendezeiro var. Dura. Morfologia externa do 

cluster oriundo de thin cell layer, mostrando embriões 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

A maior parte da energia consumida no mundo provém do petróleo, do carvão 

e do gás natural. Essas fontes são limitadas e com previsão de esgotamento no 

futuro próximo (FERRARI et al., 2005). Neste contexto, a busca por alternativas de 

energias, em especial as renováveis, é cada vez mais crescente no mundo. A 

demanda mundial por combustíveis renováveis tem se expandido de forma muito 

rápida nos últimos anos e deverá acelerar ainda mais, principalmente nos países 

que são grandes consumidores de combustíveis (MIRAGAYA, 2005).  

O Brasil é um país que pode se destacar na produção de biocombustíveis 

para atender tanto o mercado nacional quanto o mundial. O país possui mais de 

20% da área agricultável do planeta, mais de 10% da água doce do mundo e mais 

de 200 espécies de plantas com condições de produzir óleo (BELTRÃO, 2005). O 

biodiesel apresenta-se como uma alternativa em substituir o consumo de óleos 

derivados do petróleo. É um combustível biodegradável, obtido a partir de uma 

mistura reacional contendo de 80 a 90% (em massa) de óleo vegetal ou gordura 

animal, de 10 a 20% de álcool etílico ou metílico e de 0,35% a 1,5% em massa de 

catalisador, em um processo denominado transesterificação. Em 2002 o governo 

federal lançou o Programa Brasileiro de Biocombustíveis, com o objetivo de viabilizar 

a produção do biodiesel e equacionar questões fundamentais para o país. As metas 

estabelecidas pelo programa fixaram em 2% (B2) o percentual mínimo de adição do 

biodiesel ao óleo diesel em qualquer parte do território nacional em 2008, e em 5% 

(B5) até 2013 (Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2 005) (AGROANALYSIS, 2007; 

KALTNER, 2007).  

De acordo com o Plano Nacional de Agroenergia 2006-2011 (MAPA, 2006), a 

pesquisa deve buscar atingir novos patamares de rendimento de óleo com maior 

adensamento energético das espécies oleaginosas, passando o rendimento em óleo 

do nível atual de 500 a 700 kg/ha (culturas tradicionais, em que se tem domínio 

tecnológico, como soja e mamona) para aproximadamente 5.000 kg/ha, 

proporcionando competitividade crescente ao biodiesel do qual entre 40 e 60% do 

custo de produção é devido ao custo das matérias-primas. 

Nesta busca de patamares mais elevados de produtividade em termos de 

quantidade de óleo produzida por hectare, têm-se buscado espécies potenciais, 
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como por exemplo, palmeiras como o dendê, com rendimento que pode atingir de    

4 a 6 ton. de óleo/hectare, correspondendo a 1,5 vez a produtividade do óleo de 

côco, a 2 vezes a do óleo de oliva e 10 vezes a do óleo de soja, fato que a 

caracteriza como a espécie de maior produtividade de óleo vegetal do mundo, com a 

vantagem de poder ser explorada num prazo não inferior a 25 anos (SUFRAMA, 

2003; MIRAGAYA, 2005).  

O dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) é uma monocotiledônea oleaginosa, 

perene e alógama, predominantemente cultivada em regiões de clima tropical como 

a América Latina, Sudeste da Ásia e África (CARVALHO et al., 2001). É originária da 

Região Noroeste da África (Guiné-Bissau) e pertence à família Arecaceae que 

contêm cerca de 230 gêneros e 2779 espécies, sendo 1147 neotropicais (ZEVEN, 

1964; MOORE, 1973). Outra espécie importante de dendezeiro, mas esta de origem 

americana, é a Elaeis oleifera (H.B.K), comum na floresta Amazônica e chamada no 

Brasil como palmeira “Caiaué”. Apesar de possuir algumas características 

agronômicas desejáveis, como porte baixo e resistência ao mal do amarelecimento 

fatal e Fusarium, as duas principais doenças da cultura, o E. oleifera (H.B.K.) não é 

considerado viável economicamente quando comparado ao E. guineensis (Jacq.), 

pelo seu rendimento de óleo ser inferior (RENARD et al., 1980; HARDON et al., 

1985; LE GUEN et al., 1991; SANTOS, 1991; BERGAMIN FILHO et al., 1998; 

MORETZSOHN et al, 2002). No entanto, E. oleifera é bastante indicada e utilizada 

em programas de melhoramento da espécie (BARCELOS et al, 2002; REY et al., 

2004) uma vez que, mesmo com centros de origem geograficamente distantes, 

estas duas espécies são compatíveis no cruzamento, podendo gerar híbridos férteis 

(HARDON; TAN, 1969; AMBLARD et al., 1995).  

Contudo, por ser uma espécie alógama e propagada exclusivamente pela via 

sexuada (sementes), apresenta o inconveniente de formação de plantios 

heterogêneos, causando desuniformidade na produção e dificuldades nas práticas 

de cultivo e manejo, devido a variabilidade das plantas. Ressalte-se que por se tratar 

de uma espécie monocotiledônea típica, o dendezeiro possui um único ápice 

crescente, impedindo que sua multiplicação vegetativa seja feita por meios 

convencionais (RIVAL et al., 1998; JALIGOT et al., 2000; KUBIS et al., 2003). Nos 

poucos programas de melhoramento genético da espécie existente no Brasil, a 

multiplicação de genótipos selecionados também se dá exclusivamente por meio de 

sementes, fato que, na ausência de métodos adequados de clonagem por métodos 
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convencionais, torna praticamente impossível a obtenção de culturas uniformes e a 

perpetuação das características de um indivíduo de alto valor genético selecionado. 

Por isso, tal como tem sido observado nos programas de melhoramento da espécie, 

há preocupações quanto à multiplicação dos genótipos selecionadas, pois além da 

possibilidade de se obter indivíduos heterogêneos, a multiplicação por sementes 

requer um período relativamente longo até que novas mudas sejam formadas. 

Portanto, torna-se imperativo que se avance nas pesquisas para a obtenção de 

protocolos seguros e confiáveis para a propagação clonal em larga escala de 

materiais superiores.  

No Brasil, embora a técnica de cultura de tecidos já tenha proporcionado bons 

resultados para algumas espécies de palmeiras, sobretudo tamareira (NUNES, 

1998; COSTA; ALOUFA, 2006), coqueiro (GOMES et al, 2004), açaizeiro (LEDO et 

al., 2002 a,b; GUEDES et al., 2006; FERMINO JR et al., 2007) e pupunheira 

(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2007; STEINMACHER, 2007 a,b,c), para a cultura 

do dendezeiro praticamente inexistem grupos de pesquisadores e, 

conseqüentemente, resultados de pesquisa capazes de serem usados visando a 

clonagem de materiais elite. Neste contexto, a cultura de tecidos de plantas surge 

como uma excelente alternativa para a multiplicação clonal da espécie, pois o 

dendezeiro encaixa-se perfeitamente no grupo de espécies de plantas desejáveis à 

micropropagação por possuir plantas altamente heterozigotas, populações 

desuniformes e crescimento monopodial (DURAND-GASSELIN et al., 1990; 

TEIXEIRA et al. 1995; RAJESH et al., 2003).  

De modo geral, entre as diversas técnicas de clonagem de plantas in vitro, a 

embriogênese somática, também denominada de embriogênese assexual ou 

adventícia, é sem dúvida a mais indicada e perseguida cientificamente pelos 

pesquisadores visando à clonagem das palmeiras in vitro. A embriogênese somática 

apresenta a vantagem de poder ser induzida a partir de diferentes tipos de explantes 

(propágulos), tais como embriões zigóticos, inflorescências, ápices caulinares, folhas 

imaturas, etc., podendo proporcionar a multiplicação de milhares de plantas 

idênticas (GUERRA et al., 1999; BISWAS et al. 2007; STEINMACHER et al. 2007 a), 

desde que condições especiais de crescimento, como meios de cultura, reguladores 

de crescimento e condições ambientais sejam fornecidos adequadamente aos 

cultivos.  
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 Este trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de indução da 

embriogênese somática e regeneração de plantas de dendezeiro (E. guineensis, var. 

dura), a partir de diferentes explantes, meios de cultura e combinações de 

reguladores de crescimento, bem como avaliar aspectos morfo-histológicos 

estruturais dos tecidos embriogênicos formados. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1 A CULTURA DO DENDÊ 

 
 

O dendezeiro pertence à família Arecaceae que contém cerca de 225 gêneros 

e 2779 espécies, sendo 1147 neotropicais (ZEVEN, 1964; MOORE, 1973). É uma 

monocotiledônea oleaginosa, perene, alógama com flores completas, possuindo 

inflorescências masculinas e femininas na mesma planta em grandes panículas 

envoltas em espatas coriáceas ou lenhosas com folhas paralelinervadas (BONDAR, 

1964), que podem distinguí-las de qualquer outro vegetal (NEGRÃO, 1999) 

(FIGURA 1).  

A cultura apresenta melhor desenvolvimento em regiões tropicais, tornando-

se perfeitamente adaptável ao clima equatorial quente e úmido, com precipitação 

pluviométrica elevada e bem distribuída ao longo do ano (CARVALHO et al. 2001). 

O clima ideal inclui 2.000 milímetros de chuvas uniformemente distribuídas ao longo 

do ano, e sem estações secas marcantes (BERGERT, 2000). É predominantemente 

cultivada na América Latina, África e Sudoeste da Ásia. A Malásia é o maior produtor 

e exportador de óleo e derivados do dendê, com produção total no ano de 2007 de 

15.823,746 milhões de toneladas e aumento na área plantada no mesmo ano de 

3,4%, passando para 4,3 milhões de hectares.  O cultivo do dendezeiro ocupa 67% 

da terra agricultável total da Malásia, com perspectivas de produção para o ano de 

2020 de 20 milhões toneladas (MPOBS, 2008).  

No Brasil, o dendezeiro foi introduzido pelos escravos no litoral sul da Bahia 

ainda no século XVI. Atualmente, a produção brasileira deste óleo gira em torno de 

115 mil toneladas/ano, não chegando, portanto, a 1% do total produzido pela 

Malásia e 0,5% da produção mundial. Ao nível internacional, o Brasil ocupa o 13º 

lugar na produção desta oleaginosa. O Estado com maior produção é o Pará, 

responsável por aproximadamente 85% do óleo produzido no país. Na América 

Latina, o Brasil ocupa o 3º lugar, logo após as produções da Colômbia e Equador 

(SUFRAMA, 2003). No entanto, considerando-se apenas dois estados da Amazônia, 

estima-se que atualmente o Brasil disponha de cerca de 70 milhões de hectares 

adequados para essa cultura, sendo 50 milhões no Estado do Amazonas e                     

20 milhões no Pará. Essas áreas têm condições de produzir dendê para absorver 

grandes demandas internas e externas, o que tornaria o Brasil um dos maiores 
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produtores mundiais (CARVALHO et. al., 2006). A expectativa em relação à cultura 

do dendezeiro advém de sua relevância para o cenário energético e ecológico. 

Boddey (1993) salientou que se 30% da área desflorestada da Amazônia brasileira 

fosse utilizada para o plantio dessa palmeira oleaginosa, haveria possibilidade de 

suprir a demanda diária de 460 mil barris de óleo diesel consumidos no país, com a 

vantagem de gerar empregos para a população daquela região. O óleo combustível 

gerado pelo dendezeiro é renovável e não contribui para o aumento do efeito estufa. 

De acordo com Viegas e Muller (2000), o dendezeiro é o segundo cultivo do mundo 

em importância na mitigação do efeito estufa, só perdendo para o cultivo de 

eucalipto.  

 Atualmente, estima-se que a área de dendezais no Brasil atinja cerca de 

60.000 ha, todos implantados na Região Norte brasileira, especialmente no estado 

do Pará. No entanto, o dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) tem sido considerado 

uma cultura de grande potencial agrícola ao País, pelo fato de seu óleo possuir alto 

poder calorífico, abrindo possibilidades de ser utilizado como biocombustível. Neste 

contexto, com o propósito de antecipar os efeitos de uma futura crise no suprimento 

de petróleo, como também de reduzir as emissões de gases tóxicos para a 

atmosfera, em 2002 o governo federal lançou o Programa Brasileiro de 

Biocombustíveis, com o objetivo de viabilizar a produção do biodiesel e equacionar 

questões fundamentais para o país.  

A geração de energia através de modelos alternativos, via produção de 

biodisel extraído de espécies como o dendê, vem de encontro a estes anseios, 

especialmente por ser uma das oleaginosas mais produtivas que se tem 

conhecimento. Além disso, quando cultivada sob condições edafoclimáticas ideais, 

constitui-se como uma cultura permanente, normalmente de produção continuada e 

com possibilidade de ser explorada num prazo de até 25 anos (SUFRAMA, 2003). 

Quando no estágio adulto, a planta oferece considerável proteção ao solo, podendo 

ser cultivada isoladamente ou em consorciação, sendo uma espécie altamente 

recomendada para plantios em áreas com solo degradado, como os da Amazônia 

(JUNIOR; MULLER, 2004). Programas de melhoramento desta espécie têm sido 

estrategicamente implementados por algumas poucas instituições de pesquisa, com 

ênfase na introdução, seleção e melhoramento genético de materiais com 

características agronômicas de interesse, especialmente relacionadas à obtenção de 

cultivares mais produtivas e resistentes a doenças.   
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A biotecnologia agrícola surge como uma ferramenta importante ao 

melhoramento, uma vez que pode possibilitar a multiplicação clonal de genótipos 

elite selecionados em larga escala, ainda nos primeiros ciclos de seleção, sendo que 

para a cultura do dendezeiro oferece vantagens significativas em comparação à 

propagação convencional, principalmente quando se emprega a embriogênese 

somática. A produção em larga escala de genótipos superiores é sem dúvida a 

técnica mais estudada e procurada cientificamente pelos pesquisadores visando à 

clonagem das palmeiras in vitro, pois por meio deste processo, é possível obter 

milhares de novas plantas idênticas (DUVAL et al., 1988; LEDO et al., 2002 a), 

assim como também conferir maior estabilidade genética aos propágulos obtidos 

(STEINMACHER, 2005). 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 1- Aspectos gerais da planta do dendezeiro Elaeis guineensis Jacq. var. 

dura utilizada nos experimentos. Planta adulta de dendezeiro (A); Frutos 
em diferentes estágios de desenvolvimento (B); Inflorescências 
masculinas (C); principal característica do fruto maduro de plantas de 
dendezeiro variedade dura, com mais de 5 mm de espessura da 
semente (D); Inflorescências femininas (E). Embrapa, 2007 
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2.2 MÉTODOS DE PROPAGAÇÃO 

 
2.2.1 Propagação sexuada 

 

De modo geral, as palmeiras possuem um único ápice crescente, denominado 

meristema apical, fato que dificulta enormemente a multiplicação vegetativa destas 

espécies por técnicas convencionais. Além disso, muitas palmeiras, como é o caso 

do dendezeiro, não apresentam perfilhamento no campo, tornando a multiplicação 

vegetativa praticamente impossível de ser realizada por métodos convencionais. Por 

esse motivo, as palmeiras são multiplicadas quase que exclusivamente por 

sementes, o que leva a obtenção de plantas desuniformes geneticamente, devido à 

segregação e a recombinação de genes que ocorrem durante a reprodução sexual 

(SUMIANAH et al. 1984) e constituindo-se num dos principais fatores relacionados à 

produtividade da maioria dos plantios comerciais (RODRIGUES, 1989). No 

dendezeiro, além desses inconvenientes, nos programas de melhoramento, a 

multiplicação de genótipos também ocorre via germinação de sementes. Esta 

metodologia impede com que algumas características agronômicas desejáveis 

sejam expressadas e perpetuadas em um determinado genótipo. Como o ciclo para 

a produção do dendezeiro é muito longo, o cruzamento das progênies pode 

representar grande variação no rendimento de óleo nos diferentes ciclos de seleção.  

A maioria dos dendezeiros comerciais conhecidos atualmente são híbridos F1 

entre seleções de sementes (dura) e (pisifera), dando origem ao híbrido (tenera).  As 

variedades de dendezeiro são diferenciadas pela espessura da amêndoa que é 

governada por um gene denominado (Sh). O tipo dura, de genótipo homozigoto com 

genes Sh+/Sh+, possui frutos com espessura de amêndoa de 2 a 8 milímetros, 

dependendo das progênies. O tipo pisifera, de genótipo homozigoto com genes    

Sh-/Sh-, geralmente produz frutos com espessura de amêndoa reduzida ou até 

mesmo ausente. O tipo tenera é o híbrido resultante do cruzamento das espécies 

pisifera e dura, possuindo genótipo heterozigoto com genes Sh+/Sh-, e frutos com 

espessura de amêndoa que variam entre 0.5 a 4 milímetros, dependendo do 

genótipo (BILLOTTE et al, 1999). Porém, os híbridos (tenera) resultantes do 

cruzamento mostram variação elevada no rendimento de óleo com as melhores 

plantas podendo render até 50% mais do que a média obtida pelas outras 

variedades (KUBIS et al. 2003). 
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2.2.2 Propagação assexuada ou micropropagação 

 

A propagação vegetativa in vitro, também denominada de micropropagação 

ou propagação in vitro devido ao tamanho dos propágulos utilizados, é considerada 

como a de aplicação mais prática da cultura de tecidos e de maior impacto na 

obtenção de plantas livres de doenças (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Este 

processo pode ser uma alternativa para a produção de plantas que produzem 

poucas sementes, e/ou cujas sementes são recalcitrantes e para aquelas cuja 

propagação por sementes tenha um alto custo, como no caso das palmeiras 

(HIGASHI; SILVEIRA, 2000). Além disso, plantas clonadas de dendezeiro podem 

apresentar aumento no rendimento de até 30% se comparadas a materiais 

propagados convencionalmente (LUBIS et al., 1993). 

O princípio básico da cultura de tecidos de plantas é a totipotencialidade das 

células, ou seja, a capacidade de qualquer célula da planta poder originar um novo 

indivíduo, em razão de a célula conter toda a informação genética necessária para a 

regeneração completa de outra planta (HABERLANDT, 19021 citado por CID, 2001).  

 De modo geral, são incomparáveis os benefícios e a superioridade da 

micropropagação frente à propagação convencional para a grande maioria das 

plantas propagadas vegetativamente, tais como: a) A micropropagação pode ser 

usada como alternativa aos métodos convencionais de propagação vegetativa com o 

objetivo de aumentar a taxa da multiplicação; b) Na propagação clonal in vitro, 

grandes quantidades de plantas podem ser obtidas a partir de uma única fonte de 

explante ou qualquer outro tecido da planta potencialmente responsivo; c) Na grande 

maioria dos casos onde é feita a retirada dos explantes, a planta original não é 

destruída no processo, um fator de considerável importância em se tratando da 

raridade da planta; d) Plantas micropropagadas pela cultura de tecidos são obtidas 

em um espaço de tempo mais curto quanto a propagação convencional; e) A cultura 

de ápices caulinares em muitos trabalhos já demonstrou ser eficaz na limpeza clonal 

de vírus, bactérias e outros agentes patogênicos através de tratamentos térmicos ou 

quimioterápicos; f) A propagação é contínua ao longo do ano, não levando em 

consideração espécies de curto ou longo (perene ou anual); g) Melhoramento de 

                                                 
1 HABERLANDT, G. Kulturversuche mit isolierten Pflanzenzellen. Sitzungsber. Acad. Wiss. Wien. 

Math. Naturwiss. Kl., Abt. 1. 111, 69–92, 1902. 
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espécies de plantas que possuem dormência nas sementes, através da cultura de 

embriões imaturos in vitro, acelerando a germinação; h) Enquanto que o 

melhoramento convencional permite a fixação dos ganhos genéticos nas gerações 

subseqüentes, a micropropagação permite a exploração da variação genética na 

geração corrente, através da clonagem de genótipos superiores; i) Custo baixo uma 

vez estabelecido e otimizado o protocolo de micropropagação; j) Armazenamento a 

longo prazo de germoplasma, além da possibilidade de troca e intercâmbio entre as 

instituições de pesquisas; l) Utilizando métodos de micropropagação, o produtor 

pode rapidamente introduzir clones selecionados de plantas com produtividade 

aumentada em quantidades suficientes, com isso para causar impacto no mercado 

de plantas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). 

 Além das vantagens citadas acima, deve-se considerar que a velocidade de 

multiplicação de plantas propagadas vegetativamente por meio da propagação in 

vitro é normalmente superior aos métodos convencionais de propagação, servindo 

de ferramenta para se obter material de plantio em larga escala. Nas técnicas de 

cultivo in vitro, o estabelecimento de células, tecidos ou órgãos vegetais sob 

condições controladas tem como conseqüência a interrupção do controle hormonal a 

que estas células estavam submetidas. Sendo expostas a uma nova condição 

ambiental, as células vegetais podem expressar um potencial morfogênico que não 

se expressaria in vivo (KERBAUY, 1999; RODRIGUES et al., 2004). 

 De modo geral, as células cultivadas in vitro podem manifestar sua 

totipotência, segundo duas rotas alternativas: a) organogênese, que conduz à 

diferenciação de meristemas caulinares e/ou radiculares, originando caules e raízes, 

respectivamente; b) embriogênese somática, que conduz a formação de embriões 

somáticos, seguindo as fases do embrião zigótico, embora, obviamente, sem 

fecundação (SEGURA, 1993). No entanto, deve-se atentar para as diferenças nas 

respostas morfogênicas in vitro entre gêneros e mesmo entre espécies de uma 

mesma família. Mesmo dentro de uma espécie, há diferenças notáveis entre 

subespécies e cultivares, de modo que uma única formulação do meio de cultura 

para o crescimento da planta seja frequentemente inadequada para a morfogênese 

(LITZ, 1993).  
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2.3 MEIOS DE CULTURA 

 

Os meios de cultura, por constituírem parte essencial da cultura de tecidos, 

constantemente sofrem modificações na composição salina e de vitaminas, de 

acordo com a especificidade, necessidade e o objetivo da micropropagação 

(CORREIA et al., 1995). Na literatura, existem vários meios de cultura propostos, 

porém, as formulações mais empregadas compreendem os meios de MS Murashige 

e Skoog (1962) (WU et al. 2007; TAKEDA et al. 2007), WPM (Woody Plant Medium), 

Lloyd ; Mccown, (1980) (RENYING et al. 2007; YOU et al, 2007); LS Linsmaier e 

Skoog, (1965), Y3 Eeuwens, (1976) (LEDO et al. 2007; SAENZ et al. 2006; 

FUENTES et al. 2005).  

Os diferentes meios de cultura usados para a micropropagação diferem 

essencialmente na concentração dos macro e micronutrientes, vitaminas, compostos 

orgânicos, fonte de carbono e outras substâncias complexas, normalmente 

específicas para uma espécie ou etapa da micropropagação.  

A baixa capacidade fotossintética das plantas cultivadas in vitro requerem a 

adição de carboidratos no meio de cultura para suprir as necessidades metabólicas, 

quer participando na geração de energia ou como fontes de esqueletos carbônicos 

para os vários processos biossintéticos implicados na diferenciação e crescimento 

celular (LEIFERT et al., 1995). Murashige e Skoog (1974) afirmam que vários 

carboidratos têm sido usados, mas não têm mostrado superioridade sobre a 

sacarose, utilizada geralmente a 3% (p/v), que suporta as mais altas taxas de 

crescimento da maioria das espécies. Os carboidratos também desempenham papel 

importante na manutenção da osmolaridade adequada do meio de cultura e 

promoção do crescimento embrionário (HU; FERREIRA, 1998). O aumento, a 

redução ou a eliminação da sacarose no meio de cultivo podem ser determinantes 

no sucesso do enraizamento in vitro para muitas plantas, sendo um fator importante 

para obter crescimento satisfatório, dependendo do meio de cultura e do explante 

(CALAMAR; KLERK, 2002; CYSNE, 2006). A quantidade de sacarose também afeta 

a assimilação de nutrientes, o efeito de reguladores de crescimento, a produção de 

metabólicos secundários, de grande importância nos processos metabólicos e na 

composição da parede celular (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Nicoloso et al. 

(2003) avaliou o efeito de doses (15, 30, 45 e 60 g.L-1) e fontes de carboidratos 

(sacarose, frutose, glicose, maltose e lactose) no crescimento de Pfaffia glomerata 
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(Spreng.) Pedersen cultivadas in vitro. Os parâmetros avaliados aos 41 dias após a 

inoculação foram: o número de brotações, o número total de segmentos nodais por 

planta, a altura média das brotações, a altura da maior brotação, a massa fresca e 

seca da parte aérea e a massa seca das raízes. A melhor fonte de carbono para o 

crescimento in vitro foi a sacarose, sendo a lactose considerada inapropriada para o 

cultivo desta espécie. 

 Os níveis de nutrientes orgânicos e inorgânicos nos meios de cultivo in vitro 

influenciam sobremaneira os vários processos metabólicos, apresentando efeito 

sobre o crescimento e diferenciação dos tecidos (MALDANER et al., 2006). 

Presume-se que os componentes minerais do meio de cultura têm um papel 

primeiramente de suporte no processo de regeneração (RAMAGE; WILLIAMS, 

2002). Segundo Epstein e Bloom (2005), são treze os elementos minerais essenciais 

para o crescimento das plantas in vitro e a determinação dos níveis ótimos dos 

nutrientes nos experimentos é considerada complexa. No caso das formas orgânicas 

de nitrogênio utilizadas em cultura de tecidos, se inclui as misturas complexas de 

compostos nitrogenados, como extrato de levedura, extrato de malte e caseína 

hidrolisada. Estas misturas fornecem um conjunto de aminoácidos que estimulam o 

crescimento de muitas espécies in vitro e dependendo da espécie, pode ser 

observada inibição do crescimento e desenvolvimento, quando um aminoácido é 

acrescido isoladamente ou em mistura (TORRES et al. 1998). 

O ferro, considerado elemento essencial nas transformações energéticas, 

está diretamente implicado no metabolismo de ácidos nucléicos e atua como 

ativador enzimático, podendo influenciar o desenvolvimento in vitro e promover 

oxidação dos explantes (CALDAS et al., 1998; UTINO et al., 2001). Para que o ferro 

seja absorvido pelas plantas cultivadas in vitro, a solução estoque é preparada para 

disponibilizar o ferro na forma de quelato com EDTA. Na forma não complexada, o 

ferro formaria quelatos com substâncias orgânicas que são liberadas naturalmente 

pelo explante no meio de cultura, o que acarretaria maiores taxas de oxidação. 

Diferentes concentrações de Fe2SO4.7H2O, têm sido utilizadas em meios nutritivos 

Y3 e MS, para o cultivo in vitro de embriões zigóticos de variedades de coqueiro 

anão e coqueiro-gigante, com variação nas respostas morfogenéticas 

(ENGELMANN; BATUGAL, 2002). 

O cálcio apresenta limitações na sua translocação na planta intacta, que, às 

vezes, são observadas também in vitro. Como o cálcio depende da transpiração da 
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planta para seu transporte no xilema, as condições de alta umidade do ar que se 

estabelecem in vitro podem induzir deficiência de cálcio em partes aéreas sob 

micropropagação (CALDAS et al., 1998).  

O magnésio é um micronutriente integrante da molécula de clorofila, 

responsável pela ativação enzimática dentro da célula. Participa dos processos de 

emergência de plântulas e no crescimento de raízes, fotossíntese, respiração, 

armazenamento, transferência de energia e sínteses orgânicas (MENGEL; KIRKBY, 

1979).  

Considerado como elemento chave no meio de cultura MS, o nitrogênio na 

forma de NH+
4 e NO3

- afetam numerosas respostas in vitro, incluindo a 

organogênese e a embriogênese somática (AMMIRATO, 1983; LELJAK-LEVANIC’ 

et al. 2004; ELKONIN; PAKHOMOVA 2000; PODDAR et al. 1997). Por ser 

constituinte de várias biomoléculas essenciais como: aminoácidos, ácidos nucléicos, 

proteínas, enzimas e outros, sua assimilação se dá em diversos processos 

metabólicos da planta. (MAGALHÃES; WILCOX, 1987). Donato et al. (1999) 

avaliaram o comportamento de três variedades de cana-de-açúcar cultivadas in vitro 

em diferentes fontes de nitrogênio em meio MS, com as fontes de nitrogênio 

modificadas de acordo com o tratamento, sendo que os meios de cultura elaborados 

foram o M1 constituído dos sais MS integral (controle); M2 no qual a fonte de 

nitrogênio do meio MS foi substituída por 4,39 g.L-1 de glutamina; M3 com KNO3 

como única fonte de nitrogênio e M4 com KNO3 do MS + 3,0 g/l de glutamina. A 

estes meios foram submetidas três variedades de cana-de-açúcar e de acordo com 

os resultados, a combinação entre o nitrato de potássio e o nitrato de amônio (sais 

“MS” integral) foi a mais adequada para a micropropagação da cana-de-açúcar. A 

concentração de  

 Formas orgânicas de nitrogênio, como a caseína hidrolizada, podem ser 

usadas em cultura de tecidos. A glutamina (precussora dos demais aminoácidos), 

também tem sido utilizada com muito sucesso na complementação das fontes 

inorgânicas de nitrogênio, ou ainda como fonte única de nitrogênio, promovendo o 

crescimento de tecidos in vitro (CALDAS et al., 1990). É possível que a 

suplementação exógena de glutamina estimule a síntese de proteínas e a rápida 

divisão de células embriogênicas (STASOLLA et al., 2001). Garin et al. (2000) 

indicou que o aumento da concentração de glutamina aumentou ligeiramente a 

osmolaridade do meio, que por sua vez pode ter um efeito na resposta da maturação 
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dos embriões. Em embriões somáticos de dendezeiro, a utilização da glutamina 

sozinha ou em combinação com arginina foi benéfica na acumulação de proteínas 

(MORCILLO et al., 1999). 

O potássio é absorvido pelas plantas na forma de K+ e é usualmente o 

catiônico mais abundante nas células vegetais. Seu principal papel é o de ativador 

de numerosas enzimas. Entra na planta como íon acompanhante do nitrato, fosfato 

ou, em alguns casos, do cloreto e enxofre (CALDAS et al., 1998; FIGUEIREDO et al, 

2008). Quando o cloro é o ânion acompanhante, na forma de KCl, eles são 

absorvidos em quantidades equivalentes ao potássio. Entretanto, quando se utiliza o 

enxofre como acompanhante, na forma de K2SO4, tem-se maior ativação de enzimas 

proteolíticas e síntese de vitaminas. A deficiência de potássio no meio de cultura 

pode conduzir, segundo alguns autores, à hiperidricidade e ao decréscimo na taxa 

de absorção de fosfato (PASQUAL, 2001 a). 

A água é um componente básico de maior quantidade de todos os meios de 

cultura e sua qualidade é essencial para a obtenção de resultados satisfatórios na 

cultura de tecidos. Para a purificação da água, basicamente são utilizados os 

métodos de destilação, que elimina os compostos orgânicos, e desmineralização, 

que consiste na passagem da água numa coluna de resina de troca catiônica e 

aniônica (CALDAS et al. 1998). 

Ainda segundo Maheshwari et al. (1982) e Reynolds (1997), além da 

constituição nutricional, outros fatores podem influenciar significativamente o 

desenvolvimento dos tecidos in vitro, como as condições físicas do meio de cultura. 

Alguns tecidos expressam melhores respostas quando cultivados em meios sólidos, 

enquanto outros tecidos desenvolvem-se melhor em meios de consistência líquida. 

No geral, a escolha do meio é ditada pela finalidade, espécie ou a variedade a ser 

cultivada in vitro (PRAKASH et al, 2004).  

Nos meios de cultura de consistência sólida, vários são os tipos e classes do 

ágar disponíveis comercialmente, que diferem nas quantidades de impurezas, 

capacidade geleificante e composição (PRAKASH et al., 2004). Os solidificantes 

fornecem sustentação apropriada para as plantas in vitro, embora a rigidez 

excessiva do gel deva ser evitada para permitir o contato adequado entre o meio de 

cultura e a planta (BERRIOS et al. 1999). A concentração e o tipo do agente 

geleificante usado na cultura de tecidos de plantas podem ter efeitos drásticos no 

crescimento e no desenvolvimento dos explantes (WILLIAMS, 1993). Os mais 
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utilizados são o Ágar, Agargel, Gelrite e o Phytagel. O Agar, produto natural extraído 

de algas marinhas, é composto por uma mistura complexa de polissacarídeos, 

principalmente por agarose e agaropectinas. O Phytagel e o Gelrite são hetero-

polissacarídeos produzidos por bactérias e comprementados com moléculas de 

keto-glucuronato, ramnose e celobiose. O Agargel por sua vez, é composto por 

phytagel e ágar (GEORGE, 1993).  

Já no meio de cultura líquido, o contato próximo do tecido com o meio pode 

estimular e facilitar a absorção dos nutrientes e dos reguladores de crescimento, 

melhorando o crescimento das gemas e raízes (PEREIRA; FORTES, 2003; 

MEHROTRA et al., 2007). Os meios líquidos também permitem melhor diluição de 

exsudatos oriundos do explante, evitando, desta forma, o acúmulo de compostos 

tóxicos (FERREIRA et al, 2001).  Porém, algumas desvantagens são observadas 

nos meios de cultura de consistência líquida, como no caso da vitrificação, também 

conhecida como hiperidricidade, que designa as malformações hiperídricas que 

freqüentemente afetam plantas lenhosas e herbáceas durante sua propagação 

vegetativa in vitro (KEVERS et al., 2004).  

  

 

2.4 REGULADORES DE CRESCIMENTO 

 

 Regulador de crescimento de plantas são substâncias que influenciam 

processos fisiológicos das plantas em concentrações muito baixas, sendo altamente 

requeridos para a expressão da citodiferenciação e da morfogênese em sistemas in 

vitro (FRANKENBERGER, JR.; ARSHAD, 1995). A indução da embriogênese 

somática em plantas é normalmente dependente da adição de auxinas ao meio de 

cultura, como o 2,4-D, Picloram e o Dicamba. Este grupo de reguladores também 

atua na expansão, alongamento e divisão celular, beneficiando os processos de 

calogênese, embriogênese e organogênese, além de influenciarem decisivamente o 

enraizamento de plantas (KRIKORIAN, 1991). Nos sistemas de micropropagação em 

geral, as auxinas mais usadas são o 2,4-D (49%) seguido pelo ANA (27%), AIA 

(6%), AIB (6%), Picloram (5%) e Dicamba (5%) (JIMENEZ, 2005). 

 As auxinas são consideradas como as mais importantes na regulação da 

embriogênese somática (COOKE et al.1993; FEHÉR et al. 2003; GAJ, 2004). Esta 

sensibilidade pode ser evidenciada pelo fato que somente tecidos responsivos 
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reagem à presença das auxinas (BELL et al. 1993; SOMLEVA et al.1995). No 

entanto, diferenças nas respostas podem ocorrer dependendo da espécie, genótipo 

ou mesmo do tecido do mesmo explante ou em explantes de diferentes origens de 

uma mesma planta (DUDITS et al. 1995).  

 Já no grupo das citocininas, nos protocolos que a utilizam em conjunto com 

as auxinas para a embriogênese somática, Raemakers et al. (1995) cita que o BAP 

é constantemente a mais empregada (57%), seguida pela cinetina (37%), zeatina 

(3%) e thidiazuron (3%). Ressalte-se que na grande maioria das vezes, a 

conjugação de auxinas com citocininas tem sido mais efetiva na indução da 

embriogênese do que somente as citocininas (MERKLE et al. 1995). As citocininas 

são freqüentemente utilizadas para estimular a multiplicação celular, diminuírem a 

dominância apical, pois promovem a formação de brotos axilares e retardar o 

envelhecimento. Além disso, por serem substâncias antagônicas às auxinas, sua 

utilização inibe a formação de raízes (GOMEZ, 2002). Do grupo das citocininas, o 

thidiazuron (TDZ), uma citocinina pertencente às feniluréias, está surgindo como 

alternativa para alta frequência de regeneração direta de embriões somáticos 

(GAIRI; RASHID 2004 a,b; PANAIA et al. 2004; ZHANG et al. 2005). Em palmáceas, 

apesar de o TDZ ter sido empregado na regeneração de embriões somáticos de 

Serenoa repens (GALLO-MEAGHER; GREEN, 2002), e na regeneração de brotos 

combinado com BAP em Areca catechu (WANG et al, 2003), não existem relatos de 

sua utilização na indução da embriogênese somática. 

 A quase totalidade dos experimentos que obtiveram sucesso a propagação 

vegetativa in vitro do dendezeiro usaram a embriogênese somática, partindo-se de 

calos induzidos em meio de cultura com 2,4-D (JONES, 1974; RABECHAULT; 

MARTIN, 1976; PARANJOTHY; OTHMAN, 1982; NWANKWO; KRIKORIAN, 1983; 

BLAKE, 1983; DUVAL et al. 1988; PARANJOTHY et al. 1989). Uma das explicações 

da influência do 2,4-D na embriogênese somática de alguns genótipos é que as 

auxinas promovem a desdiferenciação celular, com reativação de divisões celulares 

via a coordenação da expressão de genes e modificações pós-transcricionais de 

proteínas regulatórias envolvidas no controle do ciclo celular (DUDITS et al., 1995), 

e que essas respostas podem depender da fonte de explante usado no experimento 

(ZIMMERMAN, 1993). No entanto, a maneira complexa com que os reguladores de 

crescimento e as células interagem indica que, se o tecido não está em um estádio 

responsivo, ele não irá responder adequadamente aos reguladores de crescimento 
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exógenos, não importando em quais concentrações e combinações esses 

reguladores são utilizados (CARDIM, 2006). 

 Apesar dos reguladores de crescimento apresentarem um papel 

predominante na morfogênese in vitro, o processo também é significativamente 

influenciado por fatores ambientais, como a temperatura e a luminosidade 

(LERCARI et al. 1999). Geralmente, na indução e regeneração da embriogênese e 

embriões somáticos, os explantes são mantidos sob condições de obscuridade e 

luminosidade, respectivamente, e em temperatura em torno de 25 oC. 

  

 
2.5 FONTE DE EXPLANTE 

 

 Uma planta íntegra é um sistema pluricelular altamente diversificado, 

originado de uma célula inicial única, o zigoto, com seu complemento genético 

característico (totipotência). Neste contexto, podemos conceituar explante como 

sendo uma mistura de células em variados estados fisiológicos e bioquímicos de 

desenvolvimento, que quando expostos a um ambiente in vitro, sofrem reações 

diversificadas nos diferentes tipos celulares que o compõem, fazendo com que 

somente algumas células competentes respondam a um determinado estímulo, 

normalmente à reguladores de crescimento (MANTELL et al. 1994). Assim, a 

retirada de um fragmento de tecido (explante) de um organismo íntegro e seu cultivo 

num meio de cultura, pode conduzir os explantes a diferentes respostas, devido aos 

diferentes tipos de células e estádios de diferenciação (AMARAL, 2003).  

De acordo com Guerra (1989), competência celular é a capacidade de um 

explante de expressar um potencial de indução, isto é, uma mudança na 

competência de determinadas células (indução diretiva) ou a iniciação de uma 

resposta particular de diferenciação (indução permissiva). Isto é demonstrado 

quando um explante isolado, que não é intrinsecamente responsivo, adquire 

competência quando é ativado por um sinal (FINSTAD et al. 1993). Conforme Pierik 

(1990), quando a planta envelhece, sua capacidade regenerativa costuma diminuir, 

por isso tende-se a utilizar material procedente de plantas jovens, especialmente no 

caso de árvores e arbustos. Os tecidos embrionários e meristemáticos, geralmente, 

apresentam maior competência organogênica devido ao elevado potencial de 

regeneração, preferencialmente os localizados nas gemas caulinares apicais e 
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axilares (CARVALHO; BIASI, 2004; THOMÉ et al. 2004). Além disso, explantes 

juvenis geralmente possuem tecidos mais tenros e poucos lignificados, embora 

tecidos maduros de folhas e flores sejam igualmente utilizados para o 

estabelecimento in vitro. Mas de modo geral, quanto maior a determinação de um 

explante para a formação de um órgão específico, menor é sua competência para 

originar outro órgão, por via alternativa do desenvolvimento (AMARAL, 2005). 

Protocolos de embriogênese somática já foram descritos para algumas 

espécies de palmeiras utilizando como explantes embriões zigóticos (TEIXEIRA et 

al, 1993; HUONG et al, 1999; LEDO et al, 2002; WANG et al, 2003; GUEDES et al. 

2006; PEREIRA et al., 2007; STEINMACHER et al, 2007 a) folhas e inflorescências 

imaturas (SCHWENDIMAN et al, 1988; VERDEIL et al, 1994; TEIXEIRA et al, 1994; 

KARUN et al, 2004; GUERRA; HANDRO, 1998; STEINMACHER et al, 2007 b) e 

ovários não fertilizados (PERERA et al, 2007). 

 Desde 1973, diversos trabalhos abordam a utilização de inflorescências 

imaturas de palmeiras in vitro. A utilização deste tipo de explante em protocolos de 

micropropagação faz dessa fonte de explantes uma das mais importantes fontes de 

explante na indução da embriogênese somática (TEIXEIRA et al. 1994; KARUN et 

a), devido a proteção proporcionada pelas espatas proporcionar explantes livres de . 

2004) contaminação microbiana exógena. Além disso, estão geralmente disponíveis 

em grandes quantidades, além dos estágios iniciais de desenvolvimento 

apresentarem competência celular por poder existir até 3.000 meristemas florais por 

inflorescência (EEUWENS; BLAKE, 1977; GUERRA; HANDRO, 1998; DESAI et al, 

2004). Porém, altos níveis de auxinas são relatados como sendo necessários para a 

indução da morfogênese, dados estes confirmados quando se utilizaram 

inflorescências de tamareira (EEUWENS; BLAKE, 1977). De Mason e Tisserat 

(1980) postularam que a aplicação de auxinas no meio de cultura aumentou a 

frequência de indução de calos em inflorescências masculinas de tamareira. Porém, 

os resultados observados revelaram que as respostas dependeram do estádio 

fisiológico e origem do material utilizado como explante, tendo sido observados 

também altos níveis de oxidação e morte dos explantes, após poucas semanas de 

cultivo in vitro (TISSERAT, 1979), fato que demonstra a dificuldade de se trabalhar 

com este tipo de material.  Em Cocos nucifera, raízes e embrióides foram iniciadas a 

partir de explantes florais, o que não aconteceu quando se utilizou explantes 

provenientes de tecidos foliares e meristemáticos (EEUWENS, 1978). Fki et al. 
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(2003), testaram um protocolo para regeneração de plantas a partir de culturas de 

suspensões embriogênicas de Phoenix dactylifera L. cv. Deglet Nour e concluíram 

que a capacidade das inflorescências em formar calos foi bem maior que os 

explantes foliares. 

 Folhas imaturas também são consideradas excelentes fontes de explantes no 

cultivo in vitro de palmeiras. Besse et al. (1992) utilizando como explante folhas 

imaturas de quatro clones de dendezeiro denominados C1, C2, C3 e C4, obtiveram 

dois tipos de calos subcultivados nos mesmos meios de cultura MS suplementado 

com 2,4-D: calos nodulares compactos e calos friáveis. De acordo com os dados, na 

morfologia e status fisiológicos dos calos estes eram diferentes, mas exibiam 

potencialidade similar para a indução da embriogênese. Estudos realizados por 

Koornneef et al. (1993) e Smith et al. (1995), indicaram que a competência e a 

determinação dos explantes resultam da ação diferencial de genes que regulam as 

diversas etapas do desenvolvimento. Em dendezeiro var. tenera, os resultados das 

pesquisas desenvolvidas por Morcillo et al. (2007) utilizando explantes foliares 

demonstraram a expressão do gene EgAP2-1, que codifica a proteína 

AINTEGUMENTA-like (AIL) em tecidos meristemáticos de embriões zigóticos. Estes 

estudos revelaram que a transcrição do gene EgAP2-1 foi mais proeminente em 

embriões zigóticos. Porém, um teste padrão da expressão foi investigado mais 

detalhadamente pela hibridização in situ e revelou que tanto em embriões zigóticos 

quanto somáticos, a expressão do gene EgAP2-1 está concentrada nos tecidos em 

proliferação, associados com o desenvolvimento dos primórdios foliares e no início 

da rizogênese.   

 O termo thin cell layer (da sigla em inglês TCL) é usada para descrever 

explantes minúsculos excisados longitudinalmente ou transversalmente dos tecidos 

das plantas, incluindo geralmente tecidos da epiderme, subepiderme e de finas 

lâminas foliares (KLERK, 2004). Desde que a regeneração de órgãos específicos 

pôde eficazmente ser manipulada com o uso da técnica Thin Cell Layer (TCL), o uso 

de explantes advindos desta técnica vem sendo utilizada efetivamente na 

micropropagação de leguminosas, plantas medicinais e ornamentais (SILVA; 

TANAKA, 2006; ZHAO et al. 2007; EBERHARD et al. 1989; NHUT et al. 2001; 

SILVA; FUKAI, 2003; ŠAULIENE; RAKLEVIČIENE, 2004; CANTRILL et al. 2005; 

GHNAYA et al. 2008; SILVA, 2003 a; FALASCA et al. 2004). Na embriogênese 

somática alguns poucos trabalhos foram desenvolvidos (SHU; LOH, 1991; FIORE et 
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al. 2002; LEGUILLON et al. 2003; LAKSHMANAN et al. 2006).  Porém, não existem 

na literatura trabalhos que fazem o uso desta técnica visando a indução da 

embriogênese somática em palmeiras, especialmente dendê, com exceção do 

trabalho desenvolvido por Steinmacher et al. (2007 c) que utilizou TCL em explantes 

foliares de pupunheira na indução da embriogênese somática.  

 

 

2.6 OXIDAÇÃO DOS EXPLANTES 

 

 A oxidação de explantes é considerada um dos aspectos mais sérios 

relacionados com a cultura de tecidos de palmeiras. O escurecimento é atribuído à 

liberação e oxidação de exsudatos que na verdade são compostos fenólicos como a 

melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superfície incisada, 

tornando-as escurecidas que prejudicam a absorção de metabólitos, chegando a 

modificar a composição do meio de cultivo (MÔNACO et al., 1977; ANDRADE et al. 

2000; MELO et al, 2001). Geralmente, a oxidação fenólica é altamente dependente 

do genótipo e do tipo de explante utilizado, onde explantes jovens em geral oxidam 

menos que os mais velhos (TEIXEIRA, 2005). Portanto, normalmente é necessária a 

adição de substâncias que previnam ou diminuam a oxidação dos explantes. Dentre 

estas substâncias as mais utilizadas são o carvão ativado, o PVP, ácido ascórbico e 

ácido cítrico (GANESAN et al, 2007; XIAO et al, 2007; GUO et al, 2007; LIN et al, 

2007; WANG et al, 2005; LIAO et al, 2004).  

 O carvão ativado age promovendo adsorção dos exsudatos liberados pelo 

explante, como os compostos fenólicos que provocam a oxidação. No entanto, 

também possui as propriedades de adsorver e reduzir a disponibilidade de nutrientes 

e reguladores de crescimento adicionados exogenamente no meio de cultura, um 

fator desfavorável ao seu uso (GEORGE, 1996). Em protocolos de cultura de tecidos 

de palmeiras, o carvão ativado é o que tem proporcionado os melhores resultados, 

passando a ser incluído normalmente como procedimento-padrão em concentrações 

de até 0,3% (TISSERAT, 1987, 1979; PARANJOTHY; OTHAMAN, 1982; 

ASHUBURNER et al., 1993). O uso do carvão ativado é mais indicado do que outros 

adsorventes, pois estes últimos são considerados tóxicos ou pouco efetivos no 

cultivo de tecidos de plantas. Ashuburner et al. (1993) controlaram a oxidação por 

fenóis na cultura in vitro de embriões de coco (Cocos nucifera L.), efetuando a 



 40 

suplementação com carvão ativado a 0,2% no meio. Embriões zigóticos de Elaeis 

guineensis, variedade pisifera, se desenvolveram rapidamente em meio de cultura 

contendo carvão ativado (PARANJOTHY; OTHAMAN, 1982). Para De Guzman e 

Manuel (1975) a adição de carvão ativado no meio de cultura para o 

desenvolvimento de embriões zigóticos do coqueiro mutante "Makapuno" resultou 

em um maior desenvolvimento das raízes. A adição de carvão ativado nas 

concentrações de 0,25 e 0,5 g.L-1 no meio de cultura proporcionou efeito benéfico na 

germinação dos embriões somáticos obtidos de meristemas apicais de tamareira. 

(ZOUINE, et al. 2005). Em Phoenix canariensis, a adição de carvão ativado 

acarretou a inibição completa da indução de calos embriogênicos em embriões 

zigóticos, mesmo quando a concentração de 2,4-D foi aumentada (HUONG, 1999).  

 

 

2.7 EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA 

 

 A embriogênese somática (ES) é a mais clara expressão do fenômeno da 

totipotência celular enunciado por Haberland em 1902 (ETIENNE et al., 1999; 

SOLANO, 2001). ES adventícia, assexual ou não zigótica são termos usualmente 

empregados para caracterizar novos indivíduos que se originam a partir de células 

simples ou embriões bipolares e que não apresentam conexão vascular com o 

tecido materno (HACCIUS, 1978; CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004). Segundo 

Ammirato (1983), a ES é um processo análogo à embriogênese zigótica em que, 

uma única célula ou um grupo de células somáticas são precursores de embriões 

somáticos e se eficientemente desenvolvida, pode permitir a obtenção de inúmeros 

embriões a partir de um pequeno número de explantes. É um processo de 

regeneração compreendido por várias etapas começando com a 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), passando 

por outros quatro estágios básicos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar 

(TEIXEIRA et al. 2004; TITON et al. 2007).  

 De maneira geral, a taxa de ES de uma espécie, bem como o número de 

embriões somáticos produzidos, depende da combinação de uma série de fatores 

inter-relacionados, entre os quais se destacam: tipos e concentrações adequadas de 

reguladores de crescimento, duração das etapas envolvidas no processo, origem e 
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idade fisiológica do explante a ser cultivado e do estado fisiológico da planta matriz 

(DUVAL et al., 1988; DUBLIN, 1991; TEIXEIRA et al., 1993; GUERRA et al., 1999; 

LEDO et al., 2002). Neste sentido, a freqüência e a qualidade dos embriões 

somáticos produzidos são de maneira geral os critérios mais importantes para a 

otimização de um protocolo de ES. A qualidade de um embrião somático é 

relacionada com sua morfologia, similaridade bioquímica ao embrião zigótico e à 

habilidade de produzir plantas normais. Os embriões somáticos de alta qualidade 

possuem uma morfologia idêntica ao zigótico e têm geralmente uma simetria radial 

(MARUYAMA et al. 2007).  

 A ES in vitro, além de útil na clonagem e propagação vegetativa de plantas, 

pode servir também como modelo para estudar sistemas subjacentes à 

embriogênese, como os eventos moleculares, citológicos, fisiológicos e de 

desenvolvimento (DODEMAN et al., 1997), além das culturas embriogênicas 

representarem um sistema bastante eficiente para a aplicação de técnicas de 

biotecnologia, como transformação genética, indução e seleção de mutações e 

regeneração de plantas haplóides. Mas a grande vantagem do uso de embriões 

somáticos para micropropagação em larga escala é a ausência de manipulação do 

material no sentido de separação de brotos e enraizamento para a aclimatação 

(MOURA, 2007). 

Segundo Steinmacher et al (2007 b), a ES é preferida na rota regenerativa in 

vitro das palmeiras, pois esta via morfogênica pode aumentar o número de plantas 

regeneradas quando comparadas à organogênese. Karun et al., (2004) 

estabeleceram um protocolo para a embriogênese somática e regeneração de 

diferentes variedades de Areca catechu utilizando explantes de folhas e 

inflorescências imaturas. O meio de cultura utilizado para a indução de calos, 

embriogênese somática e regeneração de plantas foi o MS. Inicialmente, cinco 

tratamentos com as auxinas 2,4-D (68 µM), Dicamba (25, 50 µM) e Picloram (100, 

200 µM) foram testados para o desenvolvimento de calos. Após dezesseis semanas 

de cultivo, o Picloram (200 µM) foi considerado a melhor auxina na indução da 

calogênese para ambos os tipos de explantes, bem como as variedades testadas. 

Transferências de meio de cultura contendo altas concentrações para baixas 

concentrações de auxinas foram realizadas e maximizaram o crescimento de calos e 

indução da ES.  
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Sogeke et al. (1996) induziram a ES em explantes de folhas imaturas de 

dendezeiro em meio de cultura Y3 modificado (Y3a) contendo 15 mg. L-1 de ANA. 

Rápido crescimento dos calos foi alcançado quando se diminuiu a concentração de 

ANA para 5 mg.L-1 (Y3(3a)). Após esta etapa, a ES foi induzida em meio Y3 básico 

(Y3(0)) suplementado com 0,5 mg.L-1 de ANA, 2,0 mg. L-1 de KIN (DM1). 

Subseqüentes passagens em meio de cultura (DM1) resultaram na formação de 

mais embrióides verdes, primórdios foliares, com folhas e raízes bem desenvolvidas. 

A formação de raízes adventícias e plantas foi estimulada em meio MS modificado 

por Hyndman et al. (1982)2. As plantas obtidas foram colocadas em campo onde 

cresceram satisfatoriamente. 

 Em trabalho desenvolvido por Teixeira et al. (1994), inflorescências imaturas 

de dendezeiro var. Pisifera foram inoculados no meio modificado do MS com 0,3% 

(w/v) de carvão ativado e 475 µM de 2,4-D. Após 2-3 meses da cultura, calos 

compactos de coloração amarela proliferaram. Após 26 semanas de cultivo, elevada 

incidência de oxidação fenólica (46%) requereu o uso de maiores níveis de carvão 

ativado (0,5%) e de 2,4-D (500 e 550 µM). O desenvolvimento de estruturas florais 

dos explantes de inflorescências foi observado freqüentemente durante o período da 

cultura. Após 81 semanas em meio de cultura, tecidos embriogênicos caracterizados 

pela consistência compacta e a cor branca foram observados nos tecidos derivados 

das inflorescências imaturas. Estes tecidos se diferenciaram em embriões somáticos 

normais quando transferidos para um meio de regeneração que continha ANA      

(15 µM) e ABA (2 µM). Plantas normais foram obtidas após 8 semanas no meio da 

regeneração. Todo o processo durou 89 semanas. 

 O protocolo desenvolvido por De Touchet et al. (1991) utilizou suspensão 

celular de calos embriogênicos obtidos a partir de segmentos de folhas imaturas de 

dendezeiro. O meio de cultura para indução da embriogênese somática foi o MS 

adicionado de 30 mg.L-1 de BAP, 1,0 mg.L-1 de carvão ativado e quatro 

concentrações de 2,4-D (80, 100, 150 e 150 mg.L-1). As concentrações de 80 e     

100 mg.L-1 de 2,4-D foram consideradas as mais efetivas para produção de células 

embriogênicas com características pró-embrionárias. Para a proliferação, os meios 

de cultura continham 2,4-D nas concentrações de 25, 50 e 100 mg.L-1, sendo que a 

                                                 
2 HYNDMAN, S. E.; HASEGAWA, P. M. e BRESSAN, R. A. The role of sucrose and nitrogen in 
adventitious root formation on cultured rose shoots. Plant Cell Tissue and Organ Culture . 1 (4): 
229-238, 1982.  
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concentração de 100 mg.L-1 demonstrou manter o potencial embriogênico após 18 

semanas de cultivo. O meio de cultura empregado na regeneração foi o MS sem 

reguladores de crescimento, dando origem a plantas que depois de enraizadas 

foram transferidas para casa de vegetação. 

 Kanchanapoom e Domyoas (1999) utilizaram embriões zigóticos de frutos 

maduros de dendê var. tenera cultivados em meio de cultura Y3 com 2 mg.L-1 de 

2,4-D. A calogênese foi iniciada a partir da 8a semana, sendo que para a 

diferenciação dos embriões e regeneração das plantas, dois meios sucessivos foram 

empregados. O primeiro meio foi o MS-CAP sem a presença de auxinas, mas com 

0,05% de carvão ativado. O segundo meio foi MS-CAP que continha 0,1 mg.L-1 de 

BAP e 2.5 mg.L-1 de 2,4-D. Os embriões somáticos foram examinados 

microscopicamente em tempos distintos, observando-se que a origem dos calos foi 

unicelular a partir da subepiderme dos explantes.  

 

 
2.8 ETAPAS DE OBTENÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA 

 
2.8.1 Indução da embriogênese somática 

 

A indução da embriogênese é geralmente iniciada a partir de explantes 

embrionários, juvenis ou maduros cultivados em meios semi-sólidos ou sólidos, 

contendo altos níveis das auxinas ANA, 2,4-D, e Picloram (GUERRA et al. 1998; 

HUONG et al. 1999; STEIMACHER et al. 2007 b,c) com ou sem conjugação das 

citocininas BAP, KIN e TDZ (CARVALHO et al. 2004; REY et al. 2006; 

STEIMACHER et al. 2007 a; JOGESWAR et al. 2007). Durante essa fase, células 

somáticas diferenciadas adquirem competência embriogênica e proliferam como 

células embriogênicas (NAMASIVAYAM, 2007). Em protocolos de indução da 

embriogênese pela via direta, a primeira expressão morfogênica é o surgimento de 

estruturas globulares brancas e translúcidas que correspondem a embriões 

somáticos globulares. Em modelos indiretos, inicialmente há a diferenciação de calo 

e o surgimento neste de setores friáveis, normalmente brancos e translúcidos, 

convencionalmente designados de massas ou complexos celulares pró-

embriogênicos, os quais se dividem para formar pró-embriões somáticos (GUERRA 

et al., 1999). Além das características morfológicas, as massas calosas e pró-
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embrionárias podem ser distinguidas por características citoquímicas, reagindo 

fortemente a diversos corantes (SANTOS et al. 2003; FLORES et al. 2006) 

  A freqüência de indução nesta etapa não depende somente das condições 

de cultura, mas também do genótipo, tecidos e estágios de desenvolvimento do 

explante (CARMAN, 1990), bem como os níveis de hormônios endógenos presentes 

nos explantes (JIMENEZ, 2001). 

 

 

2.8.2 Multiplicação de culturas embriogênicas 

 

A multiplicação das culturas embriogênicas visa determinar condições 

adequadas para o estabelecimento de ciclos repetitivos de divisão celular e controle 

restrito dos processos de diferenciação, de tal maneira que as culturas sejam 

constituídas por células pró-embrionárias ou embriões somáticos em estágios 

globulares iniciais de desenvolvimento (GUERRA et al. 1999). Suspensões celulares 

são mais adequadas, podendo ser cultivadas em biorreatores ou frascos 

Erlenmeyers sob agitação ou o emprego de agitador rotatório (FKI et al. 2003; SANÉ 

et al. 2006; ZOUINE, et al. 2007). O ponto chave da manutenção dos calos em ciclos 

repetitivos diz respeito a uma redução nos níveis dos reguladores de crescimento. 

Observa-se que as concentrações médias destes reguladores nesta fase estão na 

faixa de 2 a 5 µM para as auxinas e de e 2 a 5 µM para as citocininas (GUPTA et al., 

1993), sendo estas culturas normalmente mantidas no escuro, com temperatura 

média de 25 oC. 

 

 

2.8.3 Maturação dos embriões somáticos 

 

A fase de maturação de culturas embriogênicas consiste em interromper os 

ciclos repetitivos de divisão celular e fornecer os estímulos fisiológicos, bioquímicos 

e ambientais para a diferenciação celular para que os ciclos de desenvolvimento e 

de maturação originem um grande número de embriões somáticos maduros, de alta 

qualidade e aptos a converterem em plantas. O conhecimento dos processos e 

fatores que controlam a embriogênese zigótica é de fundamental importância nesta 
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etapa do cultivo para que se procure reconstituir ao máximo os mesmos durante a 

embriogênese somática in vitro (GUERRA et al., 1999). 

Nesta fase, o aumento da osmolaridade do meio de cultura tem 

proporcionado melhoria nos resultados por estar relacionado com a transição do 

ciclo de divisão/diferenciação celular. Geralmente, o aumento da osmolaridade pode 

ser obtido pela adição de mio-inositol, sorbitol e manitol (LARA; MONTER, 2002; 

LEMOS et al., 2002). O ABA, a exemplo de seus efeitos na embriogênese zigótica, 

exerce efeito notável nesta fase por impedir processos de clivagem e gemação que 

compreendem os estágios iniciais da diferenciação (HUONG et al., 1999; 

SAHRAWAT; CHAND, 2001) .  

 

 

2.8.4 Germinação dos embriões somáticos 

 

 Nos protocolos de embriogênese somática, a germinação dos embriões 

somáticos é usualmente realizada em meio de cultura livre de reguladores de 

crescimento (SWATI et al., 2001). Contudo, alguns trabalhos demonstraram que o 

uso de alguns tipos de citocininas, como o BAP e a Zeatina, melhorou o 

desenvolvimento e, conseqüentemente, as taxas de germinação de ES em várias 

espécies de plantas (RAJU et al., 1989; ANITHA; SAJINI, 1996; ABERLENC-

BERTOSSI et al., 1999). 

Na embriogênese somática de coqueiro, a diminuição da concentração de 

2,4-D no meio de cultura, seguido pela adição de BAP foi considerado essencial 

para a completa diferenciação bipolar dos embriões (VERDEIL et al., 1994). Para a 

regeneração dos brotos e desenvolvimento radicular de embriões somáticos de 

Phoenix dactylifera, 30 g.L-1 de sacarose, 0,2 g.L-1 de glutamina e 0,15% de carvão 

ativado foram adicionados no meio de cultura, com a suplementação de 0,05 a      

0,1 mg.L-1 de ANA e 1 mg.L-1 de 2-iP (EKE et al., 2005). Em dendezeiro, a adição de 

BAP nas concentrações de 0, 1, 5 e 10 µM foi testada em quatro clones (87, 121, 

123 e 221). O efeito da concentração de BAP sobre a percentagem de embriões que 

possuíam um único broto dependeu do clone avaliado, mas a regeneração 

aumentou de 60% para 73% na presença de 1 µM BAP (ABERLENC-BERTOSSI et 

al., 1999). 
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2.9 EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA DIRETA E INDIRETA 

 

 Segundo Sharp et al. (1980), a ES in vitro apresenta dois padrões básicos de 

desenvolvimento de embriões: Embriogênese somática direta (ESD), na qual os 

embriões somáticos originam-se diretamente de tecidos de matrizes sem a formação 

de estádios intermediários de calos, e embriogênese somática indireta (ESI), na qual 

os embriões somáticos se formam a partir de calos, que apresentam células em 

diferentes estádios de diferenciação. Em ambos os padrões, o embrião somático 

segue a mesma seqüência de desenvolvimento do zigótico, ou seja, a passagem 

pelos estádios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (GUERRA et al., 1999). 

Segundo Vieira e Kobayashi (2000), a diferença primordial entre estes dois padrões 

de desenvolvimento embriogênico é a resposta à ação de reguladores de 

crescimento. Enquanto a ESD caracteriza-se pelo cultivo dos explantes em um único 

meio de cultura, geralmente com a adição de apenas uma citocinina, a ESI requer 

alta relação auxina/citocinina para a formação de calos não diferenciados em um 

meio de cultura inicial e baixa relação para a indução de calos embriogênicos 

durante as culturas subseqüentes.  

 A ESI requer a determinação de células diferenciadas, a proliferação de calos 

e a indução de células embriogênicas, dependendo da ação de reguladores de 

crescimento, para a determinação do estado embriogênico (SONDAHL et al., 1985; 

WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). De acordo com Pannetier et al. (1981) na 

maioria dos casos envolvendo as monocotiledôneas, a embriogênese indireta 

através da formação de calos é necessária e o modelo mais rotineiramente seguido 

para a produção in vitro de plantas.  

 Na ESD normalmente ocorre a formação de agregados de células 

embriogênicas, os chamados complexos embrionários, a partir dos quais um ou 

vários embriões somáticos podem se desenvolver (GUERRA, 1989), mediante o uso 

de dois meios de cultivo: um de indução de calo embriogênico e outro para a 

regeneração dos embriões (SONDAHL et al., 1985; WILLIAMS; MAHESWARAN, 

1986; DENCHEV et al., 1992; BERTHOULY; ETIENNE, 1999).   

 Segundo Merkle et al. (1995) um estímulo da divisão celular pode ser 

suficiente para a formação de um embrião somático no tecido do explante. Este 

processo é chamado comumente de embriogênese direta. Segundo Sharp et al, 

(1980) os explantes com este tipo de embriogênese possuem um princípio de 
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proliferação, antes de formarem os embriões somáticos, em que todas ou algumas 

das células estão pré-determinadas à embriogênese, geralmente por possuírem 

propriedades de células meristemáticas. 

 Pereira et al, (2007) postulou que a ação combinada entre cinetina, AG3 e 

ANA estimulou a indução de embriões somáticos em Coffea arabica L. cv. Acaiá 

Cerrado pela via direta e que o maior comprimento de embriões foi observado 

quando se utilizou 8 mg L-1 de cinetina e 8,0 mg L-1 de ANA ou 17 mg L-1 de AG3 e 

8,0 mg L-1 de ANA isoladamente. Já para Maciel et al. (2003) a combinação entre    

4 mg.L-1 de 2,4-D e 2 mg.L-1 de cinetina favoreceu a indução de calos primários 

mistos e o maior número de embriões por explante de Coffea arabica L. cv. Obatã 

pela via indireta. Martin e Madassery, (2005) trabalhando com uma espécie 

medicinal Quassia amara L. induziu tanto a ESD como a ESI em meio de cultura 

contendo concentrações de BAP entre 8,9 e 13,3 µM. 

 

 

2.9.1 Embriogênese somática secundária ou repetitiva 

 

 A embriogênese somática secundária (ESS) é um fenômeno pelo qual 

embriões somáticos novos são iniciados a partir de outros embriões somáticos já 

existentes. Num sistema experimental ele possui determinadas vantagens quando 

comparado à embriogênese somática primária, tal como uma taxa elevada de 

multiplicação, a independência de uma fonte de explante e a repetibilidade do 

processo (VASIC et al, 2001). Além disso, o potencial embriogênico pode ser 

mantido por longos períodos de tempo por ciclos repetidos do embriogênese 

secundária (RAEMAKERS et al. 1995). O surgimento da embriogênese somática 

secundária ou adventícia pode ser considerada em conseqüência da predisposição 

de alguns grupos de células em particular, que permitem que sua totipotência seja 

expressada (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). Martin e Madassery, (2005) 

obtiveram embriões somáticos primários e secundários em Quassia amara L. 

quando cultivados em meio de MS com 8,9 µM de BAP e 11,7 µM de nitrato de 

prata.  
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2.9.2 Fatores que afetam a embriogênese somática 

 

 Na grande maioria dos protocolos de indução da embriogênese somática, os 

reguladores de crescimento têm reconhecida importância e, muitas vezes, são 

indispensáveis para a expressão deste fenômeno. Contudo, outros promotores ou 

fatores podem influenciar na indução da ES, como o nitrato de prata (MARTIN; 

MADASSERY, 2005; PULLMAN et al, 2005; GIRIDHAR et al, 2004), aminoácidos 

(MALABADI; VAN STADEN, 2005; BISWAS et al, 2007), poliaminas (SANTA-

CATARINA et al, 2007; STEINER et al, 2007; LANGHANSOVÁ et al, 2004), tipos de 

açúcares (VILA et al, 2007; THOMAS et al, 2006; KARAMI et al, 2006) e 

luminosidade (IANTCHEVA et al, 2005). Cheong e Pooler (2004) usando meio MS 

suplementado com 10 µM 2,4-D avaliaram o efeito da luz, regulador de crescimento, 

aminoácidos, fonte de carboidrato em explantes de Prunus incisa. O cultivo sob 

condições de luz ou escuro resultou em formação de embriões, mas a embriogênese 

foi inibida pela adição de BAP, TDZ, ou AG3 no meio de cultura. Aminoácidos não 

foram efetivos na promoção da embriogênese. Sacarose e glicose efetivamente 

induziram a embriogênese, enquanto o sorbitol e manitol inibiram completamente 

este processo. Segundo Ikeda-Iwai et al. (2003) a condição de stress, bem como 

sua duração, foi o fator mais importante na indução de embriões somáticos. 

Osmolaridade, íons de metais pesados e stress por desidratação induziram a 

formação de embriões somáticos em Arabidopsis.  

 De modo geral, a compreensão dos estímulos e condições ideais à indução, 

no que se refere ao conhecimento sobre os mecanismos pelos quais os hormônios 

da planta são envolvidos na regulação e no controle deste processo ainda são 

limitados.  

 

 

2.10 PROPAGAÇÃO IN VITRO DO DENDEZEIRO 

 

Apesar de nunca se ter definido e obtido um protocolo eficiente de 

multiplicação em larga escala, a biotecnologia foi introduzida nos estudos de 

propagação de dendezeiro há quase três décadas, inicialmente visando originar 

clones elite de dendezeiro em larga escala (ABDULLAH, 2005). Os trabalhos mais 

significativos foram os desenvolvidos por RABÉCHAULT; MARTIN, (1976); CORLEY 
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et al. (1977); PANNETIER et al. (1981); De TOUCHET et al. (1991). No entanto, 

dado à importância econômica do dendezeiro, atualmente a micropropagação desta 

cultura tropical vem sendo estudada com maior aprofundamento para que se possa 

multiplicar indivíduos com características agronômicas desejáveis, capazes de 

aumentar a produção de óleo de dendê (DE TOUCHET et al., 1991). De acordo com 

Lubis et al. (1993), clones de dendezeiro podem promover um aumento de 20 a 30% 

no rendimento de óleo comparado às plantas propagadas por sementes.  

 O estabelecimento da regeneração de plantas de dendezeiro via 

embriogênese somática já foi relatado por diversos pesquisadores (AHEÉ et al., 

1981; DUVAL et al., 1988; DE TOUCHET et al. 1991; TEIXEIRA et al. 1995). No 

entanto, o desenvolvimento de protocolos de indução da embriogênese somática e 

regeneração nunca foram validados para uso em larga comercial, pois além da 

dificuldade da definição de um protocolo eficiente, foi observado que dentro de uma 

faixa de 0% a 10% dos clones obtidos in vitro poderiam resultar em indivíduos com 

características fenotípicas diferentes das plantas convencionais quando as mesmas 

alcançavam o estágio adulto (RIVAL et al. 1997). De acordo com Paranjothy et al. 

(1995), este fenômeno denominado de variação somaclonal surge devido à adição 

de altas concentrações de auxinas no meio de cultura de indução. Esta variante 

somaclonal em dendezeiro pode exibir marcante heterogeneidade entre linhagens 

clonais, geralmente resultando na esterilidade parcial ou completa da flor, afetando 

diretamente a produção de óleo, dependendo da severidade da anormalidade 

(CORLEY et al, 1986; JALIGOT et al. 2000, 2002; ALWEE et al, 2006). As flores 

ditas “anormais” não são funcionais, pois as plantas que produzem órgãos 

masculinos são feminizadas e, por conseqüência, os frutos que são formados 

usualmente são abortados durante o desenvolvimento. No entanto, estudos têm 

mostrado que esta variação é do tipo epigenética e, portanto, reversível com o 

passar do tempo (EEUWENS et al., 2002; ALWEE et al, 2006). Segundo Uzelac et 

al. (2007), a ES de origem unicelular e, preferencialmente a ESD, pode reduzir a 

possibilidade do surgimento de variação somaclonal em plantas multiplicadas por 

este tipo de propagação. 
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2.11 ESTUDOS MORFOANATÔMICOS E HISTOLÓGICOS 

 

 A anatomia vegetal fornece importantes contribuições à elucidação de 

relações ecológicas, taxonômicas e filogenéticas das plantas vasculares, assim 

como para a fisiologia das mesmas (SILVA et al., 2005). Os processos de 

regeneração de plantas in vitro podem ser avaliados e caracterizados pela análise 

histológica e morfológica do material vegetal. Estudos histológicos podem ser 

realizados para a verificação e confirmação da via de regeneração, diferenciando a 

organogênese da embriogênese somática (VIEIRA; APPEZZATO-DA-GLÓRIA, 

2001). 

 Caracterizando-se a via de regeneração, pode-se melhorar as condições de 

cultivo, para o estabelecimento de protocolos eficientes na indução e conversão de 

plantas. Através das secções histológicas é possível a observação do 

desenvolvimento das gemas adventícias ou de embriões somáticos e a definição da 

origem direta ou indireta. Tais resultados permitem caracterizar as alterações 

celulares e definir as regiões do explante com potencial morfogênico (MONTEIRO, 

2000).  

As alterações histológicas associadas com a posição e a atividade das 

células competentes têm sido muito estudadas na embriogênese somática 

(CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004). Maheswaran e Williams (1985) 

constataram que a embriogênese somática de Trifolium repens L., obtida a partir de 

embriões zigóticos imaturos, originava-se de células da epiderme do hipocótilo, que 

proliferavam produzindo embriões somáticos sem uma fase de calo. A iniciação do 

desenvolvimento da embriogênese somática de Carya illinoinensis (Wagenh) C. 

Koch induzida por diferentes auxinas revelou pela análise morfológica e anatômica 

que as auxinas ANA e 2,4-D induziram acentuada divisão celular na camada 

subepidérmica dos cotilédones de embriões imaturos (RODRIGUEZ; WETZSTEIN, 

1998). Nas observações histológicas realizadas por Quiroz-Figueroa et al, (2002) em 

Coffea arabica, ambos os embriões somáticos de café formados diretos e 

indiretamente a partir de explantes de segmentos da folha e de calos, 

respectivamente, tiveram a mesma origem unicelular. 

 Análises histológicas de células embriogênicas, pró-embriões e embriões de 

Cocos nucifera obtidas pelo decréscimo dos níveis de 2,4-D e adição de BAP foram 

descritas por Chan et al. (1998). Os calos desenvolvidos nos centros meristemáticos, 
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indicaram o potencial embriogênico e a via multicelular para a formação do embrião 

somático. Neste sentido, o acompanhamento e a identificação das estruturas 

presentes nos calos embriogênicos e embriões somáticos, bem como os embriões 

zigóticos de dendezeiro, através dos estudos morfoanatômicos são necessárias para 

a maximização e recomendação de um protocolo eficiente de ES nos estudos 

relacionados à clonagem de dendezeiro. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
 Os estudos foram conduzidos no Laboratório de Morfogênese e Biologia 

Molecular (LABMOL) da Embrapa Acre, Rio Branco, AC. Os experimentos tiveram 

início em março de 2005 e término em novembro de 2007.  

 
 
3.1 EFICIÊNCIA NA INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA E 

REGENERAÇÃO DE PLANTAS EM DENDEZEIRO PELA TÉCNICA THIN 
CELL LAYER (TCL) 

 

3.1.1 Fonte de explante e condições de cultivo 

 

 Para a obtenção dos explantes propriamente ditos, plantas jovens de 

dendezeiro (Elaeis guineensis, var. dura), com 8 a 10 cm de altura, provenientes do 

Campo Experimental da Embrapa Acre, tiveram as folhas mais externas e 

desenvolvidas, juntamente com as raízes, removidas, deixando-se somente o 

segmento caulinar, caracterizado por possuir folhas imaturas e aclorofiladas. Deste 

material, foram realizados seccionamentos transversais de aproximadamente 1 mm 

de espessura para a obtenção dos explantes, classificados como apicais, medianos 

e basais, em razão da posição no explante, conforme pode ser observado na Figura 

5A. De cada posição foram retiradas 6 finas camadas de tecido foliar imaturo.  

 O processo de desinfestação do material consistiu da lavagem das plantas 

jovens em água corrente por 5 minutos, seguido da imersão destas por 15 segundos 

em álcool 70%, 10 minutos em hipoclorito de sódio (50% da solução comercial) e 

três lavagens em água destilada e autoclavada. Logo em seguida, as folhas mais 

externas foram removidas e os explantes excisados em colocados em frascos de 

vidro com capacidade de 250 mL, contendo 30 mL de meio de cultura e vedados 

com filme de PVC. 

 O meio de cultura utilizado para a indução da embriogênese somática foi 

composto pelos sais e vitaminas de MS, acrescido de 30,0 g.L-1 de sacarose,       

100 mg.L-1 de inositol, 500 mg.L-1 de L-glutamina e 300 mg.L-1 de carvão ativado. 

Foram adicionados os reguladores de crescimento Picloram e 2,4-D nas 

concentrações de 0, 225 e 450 µM.  
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 O meio de cultura teve o pH ajustado para 5,8±0,1 antes da adição de         

2,5  mg.L-1 do solidificante Phytagel (Sigma®) e posteriormente foi autoclavado à 

121oC por 15 minutos e 1,3 atm de pressão. Os explantes permaneceram nesse 

meio de cultura por 3 meses, tempo este necessário para que fosse observado a 

formação de calos primários e com características embriogênicas (FIGURA 5 C,D).   

 Para a maturação dos embriões somáticos diferenciados no meio de indução 

foi utilizado o mesmo meio de cultura da etapa de indução, sendo desta vez 

suplementado com 12,3 µM de 2iP e 0,6 µM de ANA. Os agregados embriogênicos 

permaneceram nesse meio de cultura por 30 dias, até que fosse observada a 

formação dos eixos bipolares (apical e basal) dos embriões somáticos                 

(FIGURA 5 G), bem como o surgimento de embriões secundários formados sobre os 

já existentes (FIGURA 5 J). 

 Após esta etapa, os embriões somáticos maduros foram transferidos para um 

novo meio de cultura, desta vez de regeneração, formado pela metade da 

concentração dos sais de MS e sacarose, com a adição de 1 g.L-1 de carvão ativado. 

Nesse meio de cultura, os embriões somáticos permaneceram por até 3 meses, para 

completa germinação (conversão) dos embriões somáticos em plantas completas. 

 Na Tabela 1 pode ser observado a composição dos meios de cultura 

utilizados nas diferentes etapas da embriogênese somática do dendezeiro, var. dura, 

a partir da técnica TCL.  

  

TABELA 1. Composição dos meios de cultura usados nas diferentes etapas da 
embriogênese somática em explantes TCL de dendezeiro. Embrapa, 
2007. 

 
Composição  Meio de indução Meio de maturação Meio de germinação 
Meio basal MS MS MS/2 
2,4-D (µM) 225, 450 - - 

Picloram (µM) 225, 450 - - 
ANA (µM) - 0,6 - 
2-iP (µM) - 12,3 - 

Glutamina (mg.L-1) 500 - - 
Carvão ativado (mg.L-1) 300 - 1.000 

Sacarose (g.L-1) 30 30 15 
Phytagel (g.L-1) 2,5 2,5 2,5 

Mio-inositol (mg.L-1) 100 100 50 
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3.1.2 Delineamento estatístico 

 

 O experimento seguiu um esquema fatorial 3 x 5, com três origens de 

explantes (basal, mediano e apical) e cinco tratamentos com auxinas (0, 225 µM e 

450 µM de 2,4-D e 225 µM e 450 µM de Picloram). O delineamento experimental 

utilizado foi inteiramente casualizado. Cada tratamento foi repetido seis vezes, 

sendo cada parcela formada por seis explantes.  

 Os dados obtidos foram analisados com o emprego do programa de análises 

estatísticas SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984), com as médias comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados expressos em percentagem (x) foram 

transformados segundo arco seno (x/100) 0,5. 

 

 

3.1.3 Estudos morfo-histológicos 

 

 Para fornecer maiores detalhes da morfologia de tecidos embriogênicos 

formados e comparar estruturas internas e externas de embriões somáticos e 

embriões zigóticos de dendezeiro, estudos morfoanatômicos foram realizados.  

 

 

3.1.3.1 Obtenção do material para as análises 

 

 Os explantes da região basal que apresentaram as melhores respostas 

quanto à indução de calos embriogênicos e embriões somáticos foram selecionados 

e comparados com os embriões zigóticos extraídos de frutos maduros de 

dendezeiro, var. dura. Calos com estruturas embriogênicas e de coloração 

amarelada, aos 90 dias de cultivo in vitro foram analisados histologicamente. Da 

mesma forma, embriões somáticos no último estágio de desenvolvimento, com 

aproximadamente cento e trinta dias de cultivo formados em meio MS contendo 

Picloram foram utilizados para as análises histológicas. Todo o material foi fixados 

através da imersão por 2 horas em solução de glutaraldeído à 2,5% e, logo após, em 

tampão fosfato de sódio 0,1 M com pH 7,2.  Em seguida, o material foi lavados por  

3 vezes em tampão fosfato e desidratados lentamente em etanol à 10, 20, 30, 40, 

50, 60 e 70 0GL, em série de 30 minutos para cada concentração.        
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 Para a montagem dos blocos de parafina, conforme metodologia adotada por 

Johansen (1940), os embriões e os calos conservados em etanol 70 0GL foram 

desidratados em série etílica com imersões de 30 minutos em etanol 80 0GL, 90 0GL 

e duas vezes em etanol 100 0GL. Na seqüência, o material foi lavado em xilol em     

2 séries de 30 minutos e, logo após, transferidos para solução de xilol e parafina, na 

proporção de 1:1 onde permaneceram por aproximadamente 12 horas.  

Posteriormente, os calos embriogênicos foram imersos em parafina em          

2 séries de 3 horas cada e, após esse procedimento, montados em blocos de 

parafina. Após a infiltração em estufa (60 oC), foram montados blocos de parafina, 

como apoio das amostras, os quais foram seccionados, em série, em micrótomo de 

rotação Leica – RM 2125 RT®, com 8 e 10 µm de espessura das secções. Foi 

utilizado o adesivo de Bissing (BISSING, 1974) para fixação das secções sobre a 

lâmina. As secções foram distendidas em lâminas de vidro sobre chapa aquecedora 

(40 oC) para que houvesse melhor fixação do corte e por conseqüência, melhor 

visualização das estruturas no microscópio. Após a secagem das lâminas realizou-

se a coloração dos cortes com safranina/fast-green, e posteriormente, montagem 

entre lâmina-lamínula com bálsamo do Canadá sintético. 

 As descrições das lâminas que continham os tecidos dos embriões somáticos 

e zigóticos foram feitas utilizando-se microscópio óptico da marca Bhel®, com 

câmera fotográfica digital acoplada, no Laboratório de Morfogênese e Biologia 

Molecular (LABMOL) da Embrapa Acre. 

 

 

3.2 INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM DIFERENTES GENÓTIPOS  
DE DENDEZEIRO A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES IMATUROS 

 

3.2.1 Fonte de explante e condições de cultivo 

 

 Como fonte de explante, utilizou-se segmentos foliares imaturos, obtidos de 

plantas jovens de dendezeiro var. dura com 3 meses de idade e, aproximadamente, 

20 a 30 cm de altura. Para este ensaio, três genótipos de dendezeiro, denominados 

GES3, GES4 e GES6, provenientes do Campo Experimental da Embrapa foram 

utilizados. Após a coleta em campo, as plantas foram submetidas a uma prévia 

lavagem em água corrente com sabão líquido neutro, sendo as folhas mais externas 
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e raízes retiradas. Em seguida, foi feia a esterilização superficial deste material, a 

partir da imersão em álcool (70%) por 30 segundos, hipoclorito de sódio por           

20 minutos (1,25%) e três lavagens consecutivas em água destilada e esterilizada. 

Uma vez desinfestado, a partir da região do meristema apical, as folhas imaturas 

aclorofiladas que compreendiam o segmento caulinar da planta, foram extraídas e 

excisadas em porções de aproximadamente 1 cm2 (FIGURA 3 A).  

 Uma vez obtidos, os explantes foram submetidos a um pré-tratamento por 

sete dias em meio de cultura de MS, desprovido de reguladores de crescimento e 

solidificado com 2,2 g.L-1 de Phytagel®. Após este período, os explantes não 

contaminados ou oxidados foram então transferidos para novo meio de cultura, 

desta vez com 225 µM de Picloram e 2,4-D.  

 Utilizaram-se frascos de vidro de 250 mL com 40 mL de meio de cultura, 

sendo lacrados com filme transparente de PVC. As culturas foram mantidas no 

escuro, em temperatura de 25 ± 2 ºC. Após dois meses de cultivo, avaliaram-se as 

seguintes variáveis: percentual de explantes com embriões somáticos e oxidados.   

 

 

3.2.2 Delineamento estatístico 

 

 O experimento seguiu um esquema fatorial 2 x 3, com dois tipos de auxinas 

(Picloram e 2,4-D) e três genótipos (GES3, GES4 e GES6). O delineamento 

experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repetições, sendo 

cada parcela formada por seis explantes. Os dados obtidos foram analisados 

utilizando-se o programa estatístico SANEST sendo as médias comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados expressos em percentagem (x) foram 

transformados segundo arco seno (x/100)0,5 
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3.3 RESPOSTAS MORFOGÊNICAS IN VITRO DE INFLORESCÊNCIAS 
FEMININAS IMATURAS DE DENDEZEIRO QUANTO A REVERSÃO DO 
ESTADO FLORAL AO VEGETATIVO EMBRIOGÊNICO 

 
3.3.1 Influência de tipos de meios de cultura e reguladores de crescimento na 

indução da embriogênese somática em inflorescências femininas imaturas de 
dendezeiro, var. dura. 

 

3.3.1.1 Fonte de explante e condições de cultivo 

 

 Neste primeiro ensaio, o material vegetal utilizado consistiu de inflorescências 

femininas imaturas de plantas matrizes de dendezeiro Elaeis guineensis Jacq. var. 

dura, medindo aproximadamente 20 cm, sendo que cada ráquila media cerca de     

10 cm de comprimento, coletadas no Campo Experimental da Embrapa Acre 

(FIGURA 1 A). Depois de coletadas, as inflorescências, ainda protegidas pelas 

espatas, foram submetidas a um processo de assepsia em álcool 70% por 5 min, 

hipoclorito de sódio 1% por 30 min. seguidas de três lavagens em água destilada e 

esterilizada. Após a assepsia, realizou-se a remoção das espatas e, em seguida, as 

inflorescências tiveram suas ráquilas separadas e cortadas transversalmente em 

secções de 1 a 2 mm de espessura, com o auxílio de pinça e bisturi (FIGURA 1  C). 

Os meios de cultura MS e Y3 testados neste experimento foram acrescidos de      

1,5 g.L-1 de carvão ativado e solidificados com 2,2 g.L-1 de Phytagel (Merck®), 

associado a 450 µM de 2,4-D e diferentes concentrações de BAP (0, 25 e 50 µM). O 

pH dos meios de cultura forma ajustados para 5,8±01, antes da adição do 

geleificante, sendo posteriormente autoclavado a 121 ºC e 1,3 atm de pressão por 

15 min. Os explantes foram inoculados em frascos de vidro de 250 mL com 40 mL 

de meio de cultura em câmara de fluxo laminar e acondicionados no escuro, em sala 

de crescimento com temperatura de 25 ± 2 ºC.  

 Após três meses de cultivo in vitro, foram avaliados as seguintes respostas: 

percentual de explantes com calos embriogênicos e embriões somáticos, massa 

fresca dos calos e número de embriões somáticos formados por explante. A 

determinação do percentual de calos embriogênicos foi obtida fazendo-se a 

contagem da quantidade de explantes com embriões somáticos dividido pela 

quantidade de explantes por frasco. Para os dados de massa fresca dos calos, 

expresso em gramas, esta foi obtida por meio de pesagem dos calos embriogênicos. 
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Para a variável número de embriões somáticos formados por explante, os valores 

foram obtidos por contagem.  

 

 

 3.3.1.2 Delineamento experimental 

 

 O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial    

2 x 3, dois meios de cultura (MS e Y3) e três concentrações de BAP (0, 25 e 50 µM), 

totalizando 6 tratamentos com cinco repetições, sendo que cada parcela formada 

por seis explantes. Os dados obtidos foram analisados com o emprego do programa 

de análises estatísticas SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984), com as médias 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados expressos em 

percentagem (x) foram transformados segundo arco seno (x/100) 0,5. 

 

3.3.2 Influência da posição do explante e concentrações de 2,4-D na indução da 
embriogênese somática em inflorescências femininas imaturas de dendezeiro, 
var. dura. 

 

3.3.2.1 Fonte de explante e condições de cultivo 

 

 Neste segundo ensaio, a fonte de explantes foi a mesma utilizada no primeiro 

ensaio. No entanto, diferentemente do anterior, neste ensaio os explantes foram 

obtidos da região apical e basal, visando avaliar a influência da posição do explante 

na ráquila na indução da embriogênese somática (FIGURA 1 B). As secções 

possuíam as mesmas características do ensaio 4.2.1. O meio de cultura utilizado foi 

o Y3, acrescido 1,5 g.L-1 de carvão ativado, sendo os mesmos solidificados com     

2,2 g.L-1 de Phytagel (Merck®) e, posteriormente autoclavados a 121 ºC e 1,3 atm 

por 15 min. Utilizaram-se frascos de vidro de 250 mL, contendo 40 mL de meio de 

cultivo, com pH ajustado para 5,8±01 antes da adição do geleificante. As culturas 

foram mantidas sob condição de escuro e temperatura de 25 ± 2 ºC e, após três 

meses foi observada a indução e formação de calos embriogênicos nos explantes. 
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3.3.2.2 Delineamento estatístico 

 

 O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo 

cada tratamento formado por quatro repetições e seis explantes por parcela. Os 

dados obtidos foram analisados com o emprego do programa de análises 

estatísticas SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984), com as médias comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados expressos em percentagem (x) foram 

transformados segundo arco seno (x/100) 0,5. 

 

 

3.3.3 Efeito de substâncias antioxidantes e 2,4-D na indução da embriogênese 
somática em inflorescências femininas imaturas de dendezeiro, var. dura. 

 

3.3.3.1 Fonte de explante e condições de cultivo 

 

 Foram utilizados como explantes inflorescências imaturas femininas de 

dendezeiro retiradas das espatas ainda fechadas, com as mesmas características 

no experimento 4.1 (Figura 1 A). Posteriormente, as inflorescências foram 

submetidas à esterilização superficial em álcool 70% por 5 min. e hipoclorito de 

sódio 1,0% por 30 min. seguida de tríplice lavagem em água destilada e esterilizada. 

Já em fluxo laminar, as espatas foram removidas, sendo as ráquilas cortadas 

transversalmente em finas camadas de 1 a 2 mm (FIGURA 1 B,C) e inoculadas em 

frascos com capacidade de 250 mL, contendo 40 mL de meio de cultura MS 

acrescido de 450  µM de 2,4-D. 

 O pH do meio de cultura MS foi ajustado para 5,8 ± 0,1 antes da adição de 

2,5 g.L-1 do solidificante Phytagel (Merck®), sendo posteriormente autoclavado à  

121 ºC e 1,3 atm de pressão por 15 min. As culturas foram mantidas no escuro, em 

temperatura de 25 ± 2 ºC.  Após 90 dias de cultivo, avaliou-se a quantidade de calos 

embriogênicos formados e o número de explantes mortos expressos em 

percentagem. 
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3.3.3.2 Delineamento estatístico 

 

 Os tratamentos consistiram de um fatorial 2 x 3, com 2 concentrações de 

PVP-40 (0 e 1,0 g.L-1) e 3 concentrações de carvão ativado (0; 1,5 e 3,0 g.L-1). O 

delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco 

repetições e cinco explantes por parcela. Os dados foram submetidos à análise de 

variância e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Dados 

expressos em percentagem (x) foram transformados segundo arco seno (x/100)0,5. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1 EFICIÊNCIA NA INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA E 
REGENERAÇÃO DE PLANTAS EM DENDEZEIRO PELA TÉCNICA THIN 
CELL LAYER (TCL) 

 

Após sete dias da inoculação dos explantes TCL em meio de cultura, 

verificou-se a formação de calo primário ao redor de todo o explante, de coloração 

amarelada e translúcida e por volta dos 65 dias de cultivo, a progressão do calo do 

estádio friável para o estádio embriogênico. No entanto, a primeira avaliação para 

formação de calos embriogênicos nos tipos de explantes testados foi feita somente 

aos 90 dias da inoculação in vitro. Verificou-se que quanto mais afastado do ápice 

meristemático da planta, menores foram as taxas de respostas embriogênicas 

obtidas e maiores foram as taxas de oxidação observada nos explantes cultivados, 

especificamente os medianos e apicais. Quando se avaliou o potencial de indução 

da embriogênese somática em dendezeiro a partir da técnica thin cell layer em 

diferentes concentrações de 2,4-D e Picloram, observou-se que, de maneira geral, 

explantes oriundos da região basal da planta apresentaram resultados 

significativamente superiores quanto à formação de calos embriogênicos em 

comparação aos demais tipos de explantes testados (mediano e apical) (FIGURA 2). 

Esses resultados podem ser explicados pela maior quantidade de tecidos menos e 

até não diferenciados (meristemático) presente neste tipo de explante, fato que pode 

aumentar consideravelmente a competência destes tecidos para a indução da ES.  

Quando se avaliou a influência dos tratamentos com reguladores de 

crescimento na indução da ES, verificou-se que as melhores respostas foram 

obtidas nos meios que continham auxina, com exceção do tratamento constituído 

por 450 µM de 2,4-D, onde não se observou respostas dos explantes a esta 

concentração. O tratamento que proporcionou os melhores resultados foi aquele 

formado com Picloram na concentração de 450 µM, onde a taxa de indução de calos 

embriogênicos observada foi de 41,5% dos explantes colocados em cultivo, 

porcentagem significativamente superior aos demais tratamentos testados. Na 

concentração de 225 µM de Picloram, também foi observada formação de calos 

embriogênicos, mas esta atingiu 12,8% dos explantes, não diferindo estatisticamente 

dos 8,8% observados na concentração de 225 µM de 2,4-D. De maneira geral, os 

explantes da posição mediana e apical da planta não diferiram estatisticamente 
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entre si, independentemente da concentração de Picloram e 2,4-D utilizadas 

(FIGURA 2).  

 Neste trabalho, o desenvolvimento dos embriões somáticos se deu de forma 

assincronizada, onde em um mesmo cluster foi possível verificar nítida diferença nos 

estágios de desenvolvimento dos embriões somáticos formados, com a presença de 

embriões globulares junto com embriões somáticos maduros com características 

bipolares (FIGURA 3 G). Estas características também foram encontradas nos 

experimentos conduzidos por Steinmacher et al., (2007 a), quando calos 

embriogênicos foram transferidos para o meio de regeneração. 

  

 

 
FIGURA 2. Influência da posição do explante (Basal, Mediano e Apical) na planta 

doadora e diferentes tratamentos com auxinas (2,4-D e Picloram) na 
indução de calos embriogênicos em dendezeiro. *T1: 0 µM 
(Testemunha); T2: 225 µM de 2,4-D; T3: 450 µM de 2,4-D; T4: 225 µM 
de Picloram; T5: 450 µM de Picloram. Embrapa, 2007 
**Médias seguidas por letras distintas, minúsculas na horizontal (dentro de cada 
posição do explantes e entre os tratamentos com auxinas) e maiúsculas na vertical 
(entre as posições dos explantes e dentro de cada tratamento com auxina), diferem 
entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 
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A maturação dos embriões somáticos de dendezeiro foi conduzida em meio 

de cultura MS contendo 0,6 µM de ANA e 12,30 µM de 2-iP. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Ledo et al. (2002) onde o meio de maturação dos 

embriões somáticos de Euterpe oleracea continha 0,537 µM de ANA e 12,30 µM de 

2-iP, muito embora o modelo de ES expressado em seus experimentos tenha sido 

alcançado pela via direta. 

 De maneira geral, a germinação dos embriões somáticos em meio de cultura 

composto pela metade dos sais e vitaminas do meio de MS contendo 1 g.L-1 de 

carvão ativado, teve início, aproximadamente, aos 150 dias. Esse tempo para início 

da germinação é menor do que o citado por Ledo et al. (2002), que verificaram o 

início da germinação de ES de açaizeiro em meio de cultura MS sem reguladores de 

crescimento aos 200 dias. No mesmo sentido, Guerra e Handro (1998) utilizaram  

0,1 mg.L-1 de ANA e 2,5 mg.L-1 de 2-iP em meio de cultura MS sem carvão ativado, 

resultando no desenvolvimento de bipolaridade dos embriões somáticos de Euterpe 

oleracea aos 240 dias. 

Com uma semana em meio de regeneração, foi observado que os embriões 

somáticos apresentavam características de embriogênese secundária, com 

formação de calos embriogênicos nodulares e novos embriões com coloração mais 

clara e de consistência compacta se desenvolvendo sobre os embriões somáticos já 

existentes (FIGURAS 3 I,J). Santa-Catarina et al., (2001), trabalhando com 

embriogênese somática em canela sassafrás obtiveram resultados semelhantes ao 

transferirem embriões somáticos para meio de cultura isento de reguladores de 

crescimento. Em algumas espécies como a Mangifera indica (LITZ et al. 1995) e 

Juglans regia (TULECKE et al. 1995), a capacidade embriogênica pôde manter-se 

por mais de 5 e 9 anos, respectivamente, via embriogênese secundária repetitiva. 
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FIGURA 3- Embriogênese somática e regeneração de plantas de dendezeiro pela técnica 

Thin Cell Layer (TCL). (A) Ilustração esquemática dos cortes TCL das porções 
apical, mediana e basal de plantas de dendezeiro utilizadas no experimento de 
embriogênese somática (ES); (B) início da formação de calo primário, após 7 
dias de cultivo em meio com Picloram; (C) Início da progressão do calo primário 
em calo embriogênico; (D) Calo embriogênico no início da etapa de 
diferenciação de embriões somáticos; (E) Início da formação de embriões 
somáticos a partir do calo embriogênico; (F) Aglomerado de embriões somáticos 
originados a partir dos calos embriogênicos; (G) embriões somáticos maduros; 
(H) Comparação entre um embrião zigótico (EZ) extraído de um fruto maduro de 
dendê e um embrião somático (ES) maduro produzido por TCL; (I) embriões 
somáticos no início da germinação e aspecto da assincronização do 
desenvolvimento (setas); (J) aspecto da formação de embriões secundários a 
partir dos embriões somáticos pré-existentes; (K) plantas de dendezeiro 
regeneradas em meio de cultura com carvão ativado. Embrapa 2007 
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FIGURA 4 - Plantas de dendezeiro após 3 meses de crescimento, após início da 
germinação dos embriões somáticos em meio de cultura sem carvão 
ativado para rápido crescimento. Embrapa, 2007 

 

 

 A capacidade de um protocolo TCL ser incorporado num programa de 

propagação de plantas depende de vários fatores, incluindo a percepção correta do 

sinal e a transdução no explante, a capacidade da maquinaria genética interna do 

explante em responder e reagir a este estímulo e no último caso pode depender do 

estado e da origem fisiológica do tecido ou do órgão envolvido (SILVA, 2003 a).  

 A técnica TCL já vem sendo bastante utilizada com eficiência em protocolos 

de micropropagação em algumas espécies de plantas, principalmente as 

leguminosas e ornamentais (ROUT et al., 2006; HUANG et al., 2007). Porém, na 

literatura, praticamente não se tem notícia da aplicação desta tecnologia na cultura 

de tecidos de palmeiras, com exceção de um recente artigo publicado com 

pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) utilizando a técnica TCL, com resultados 
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semelhantes aos obtidos em nosso experimento, principalmente com os resultados 

mais significativos atribuídos à utilização do Picloram em altas concentrações e 

diferentes posições dos explantes. Neste trabalho, Steinmacher et al. (2007 c), 

observaram que a indução de calos primários foi abundante em explantes obtidos a 

partir da técnica TCL.  A maior percentagem de indução de calos primários (ainda 

não embriogênicos) também foi alcançada nos explantes mais próximos ao ápice 

meristemático das plantas, utilizando meio de cultura de MS, suplementado com 

concentrações de 150–600 µM de Picloram (83–97% respectivamente). Nos 

explantes sub-apicais, a percentagem de indução de calos foi significativa para as 

concentrações de 300 e 600 µM, representando 74 e 71% respectivamente. Já nos 

explantes sob-apicais, a calogênese primária foi obtida com 600 µM de Picloram, 

variando de 10% a 50%. No entanto, diferentemente do nosso trabalho, a produção 

de calos embriogênicos foi avaliada somente após cinco meses de cultivo no mesmo 

meio de cultura utilizado na indução da calogênese, onde as análises estatísticas 

demonstraram interação entre as concentrações de Picloram e a posição dos 

explantes. A concentração de 300 µM juntamente com o explante da região do ápice 

meristemático apresentou 43% de calos embriogênicos, enquanto que nas 

concentrações de 150 e 600 µM, houve apenas 3 e 9% de formação de calos 

embriogênicos, respectivamente. Para a indução da embriogênese somática em 

dendezeiro, diferentemente do nosso trabalho, não foram encontrados trabalhos na 

literatura que abordassem o uso do Picloram, mesmo quando os experimentos 

utilizaram fontes alternativas de explantes como folhas e embriões zigóticos.  

Fiore et al. (2002) induziram a calogênese, embriogênese somática e 

regeneração de plantas a partir de explantes de estigma e talo utilizando cortes 

transversais (TCL) de Citrus limon (L.) Burm. cv ‘Femminello’ e Citrus sinensis (L.) 

Osb. cv ‘Washington Navel GS’ utilizando 2,4-D. Os explantes foram cultivados em 

16 meios de cultura diferentes, baseados nos nutrientes e vitaminas de Murashige e 

Tucker (MT), suplementado com diferentes combinações de 2,4-D e 4-CPPU. Em 

Citrus limon, explates TCL começaram a produzir embriões 3 meses após a 

inoculação no meio de cultura, enquanto que em Citrus sinensis após 2 meses de 

cultivo. A resposta embriogênica do estigma foi maior do que o talo, ambos no corte 

TCL. O melhor resultado em termos de potencial embriogênico foi observado nos 

estigmas de Citrus limon em meio suplementado com 4,0 µM de 4-CPPU (76,6%) 

enquanto que nas mesmas condições, o Citrus sinensis apresentou 40%. Neste 
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trabalho, altas percentagens de embriões somáticos desenvolveram-se em plantas 

completas, sendo que para os embriões somáticos derivados de estigma e talo os 

resultados observados foram de 68% e 75% para Citrus limon e 61% e 53% em 

Citrus sinensis, respectivamente. 

Bui et al., (1997), também utilizou a técnica TCL combinada com 2,4-D para a 

indução da ES em Digitaria sanguinalis L.. Neste experimento, cinco tipos de 

explantes de mudas de 4 semanas foram testados: a zona acima do ápice terminal 

da planta (AAz), que consistia somente de anéis de folhas, as zonas sub-apicais da 

planta (Az) incluindo anéis e primórdios das folhas que cercavam o ápice, o primeiro 

e segundo nó (N1 e N2), o primeiro e segundo entrenó (I1 e I2) e a zona apical da 

raiz (r). Os autores verificaram que na presença de 10 µM de 2,4-D embriões 

somáticos e calos friáveis diferenciaram do sétimo ao décimo dia, sendo que 45% 

para o TCL dos explantes AAz e Az, 13% para N2 e 3% para N1. 

Em meio de cultura MS contendo concentrações de 1,0 a 10,0 mg.L-1 de ANA 

e 0,1 a 10,0 mg.L-1 de 2,4-D, a freqüência de explantes TCL de Brassica napus ssp. 

oleifera apresentando embriogênese secundária foi significativamente inibida, com 

diminuição dos embrióides, com o aumento das concentrações de ANA ou 2,4-D no 

meio de cultura (SHU ; LOH, 1991). 

A maioria dos pesquisadores que obtiveram sucesso com a propagação 

vegetativa in vitro do dendezeiro utilizou o processo da ES a partir da formação de 

calos em meio de cultura contendo 2,4-D (JONES, 1974; RABECHAULT; MARTIN, 

1976; PARANJOTHY; OTHMAN, 1982; NWANKWO; KRIKORIAN, 1983; BLAKE, 

1983; DUVAL et al. 1988; PARANJOTHY, 1989; AHÉE et al., 1981; DE TOUCHET et 

al., 1991; TEIXEIRA et al. 1994; KANCHANAPOOM; DOMYOAS, 1999; RAJESH et 

al., 2003). De acordo com Vasil (1982), a competência embriogênica estimulada pelo 

2,4-D é adquirida durante os primeiros estágios de cultivo em meio de cultura. Cerca 

de 60% dos trabalhos que relataram sucesso na ES em dicotiledôneas estão 

associados à presença do 2,4-D no meio de cultura (GUERRA; HANDRO, 1998). 

Nas monocotiledôneas, este número é considerado bem maior, com a utilização de 

altas concentrações desta auxina na indução da ES (TEIXEIRA et al., 1994; 

ABERLENC-BERTOSSI et al., 1999; ABDULLAH et al., 2005; EKE et al. 2005; 

ESHRAGHI et al., 2005).  

Huong et al., (1999) postularam efeitos significativos de 10,8 µM de 2,4-D na 

formação de embriões somáticos em embriões zigóticos e ápices caulinares de 
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Phoenix dactylifera L., sendo ainda considerado essencial na proliferação e 

manutenção dos embriões formados. Da mesma forma, altas concentrações de    

2,4-D para a indução de embriões somáticos em outras palmeiras também já foram 

relatados, como nos trabalhos desenvolvidos por Ledo et al. (2002) onde verificaram 

que a concentração de 339,36 µM de 2,4-D em meio de cultura MS proporcionou as 

melhores respostas morfogênicas em embriões zigóticos de Euterpe oleracea Mart. 

Guerra e Handro (1998) utilizaram embriões zigóticos de Euterpe edulis Mart. em 

meio de cultura MS contendo 226,24 e 454,48 µM de 2,4-D e observaram a indução 

da ES. Entretanto, baixas concentrações de 2,4-D (1 mg.L-1) foram suficientes para 

induzirem calos embriogênicos na cultivar de tamareira Deglet Nour (FALCONE; 

MARCHESCHI, 1988). 

Teixeira (1989) publicou sua tese de doutoramento como sendo o primeiro 

trabalho que utilizou o Picloram como substituto do 2,4-D no protocolo de indução da 

ES em dendezeiro a partir de explantes advindos de inflorescências imaturas. Estes 

resultados, se comparados aos alcançados em nossos experimentos, juntamente 

com os obtidos em outras espécies de palmeiras por Valverde et al., (1987), Karun 

et al., (2004), Guedes et al., (2006), Fermino Jr. et al., (2007) e Steinmacher et al., 

(2007a,b e c), contrastam com os resultados que relatam que o 2,4-D é a auxina 

mais importante utilizada na cultura de tecidos de palmeiras e provam que o 

Picloram, em altas concentrações, possui igual ou maior potencial e eficiência para a 

expressão de um modelo embriogênico. Nossos resultados sugerem que pode haver 

maior eficácia na absorção e mobilização do Picloram, juntamente com a 

metabolização mais rápida nas “células alvo”, ou seja, grupos de células que 

possuem centros ativos de divisão celular (competentes), presentes nos explantes 

de dendezeiro utilizados nesse experimento. Teixeira et al. (1995) também 

atribuíram ao Picloram na concentração de 250 µM a indução da ES em explantes 

de embriões zigóticos imaturos de dendezeiro var. tenera em meio de cultura Y3 

líquido, após cinco meses de cultivo in vitro. 

Steinmacher et al., (2007 a) utilizando embriões zigóticos de Bactris gasipaes 

no estágio maduro observaram 78% de calos primários na presença de 20 µM de 

Picloram e de 75% quando a concentração do Picloram passou para 40 µM. A 

superioridade do Picloram sobre o 2,4-D e Dicamba também foi relatada por 

Steinmacher et al., (2007 b) em inflorescências de Bactris gasipaes. Estas auxinas 

empregadas nas concentrações de 150, 300 e 600 µM foram avaliadas em 
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explantes do tipo inflorescências, classificadas de acordo com o estágio de 

desenvolvimento (infl1 = 5-8 cm; infl2 = 8–12 cm e infl3 = 12–16 cm). Os autores 

verificaram que as inflorescências mais jovens foram mais competentes na resposta 

à indução da ES que as mais desenvolvidas, sendo que o Picloram aumentou as 

taxas de indução da ES mais que o 2,4-D e Dicamba, e dentre as concentrações 

avaliadas, a de 300 µM foi a que proporcionou os melhores resultados.  

Em outras espécies de plantas, o Picloram também se mostrou mais efetivo 

na indução da ES em comparação ao 2,4-D (PEREIRA et al., 2007). Explantes de 

hastes florais de Tulipa gesneriana L. foram cultivados em meio de cultura MS 

contendo 10, 25, 50 e 100 µM de 2,4-D, ANA e Picloram. Neste trabalho também se 

verificou que o Picloram, na concentração de 25 µM, foi a auxina mais eficiente na 

indução e formação de calos embrionários do que o 2,4-D e ANA (PTAK; BACH, 

2007).  

 

 

4.1.2 Estudos morfo-histológicos  

 

  Segundo Rodriguez e Wetzstein (1994) as características morfológicas dos 

embriões somáticos podem afetar a germinação e, conseqüentemente, a conversão 

dos embriões somáticos em plantas. Assim, o acompanhamento histológico das 

estruturas formadas permite uma melhor caracterização dos processos 

embriogênicos, identificando as possíveis falhas na formação do embrião somático.  

 As observações histológicas obtidas de secção transversal de calos primários 

embriogênicos revelaram proliferação de uma zona meristemática, com núcleos pro-

eminentes e citoplasma denso, e tecido parenquimático (FIGURA 5 B), além de 

tecido vascular de conexão com o explante e as células de revestimento do calo 

(FIGURA 5 C). Estes resultados corroboram àqueles obtidos por Steinmacher et al. 

(2007c), que cultivando na presença de Picloram tecidos do tipo thin cell layer de 

Bactris gasipae, obtidos a partir de bainhas foliares internas, observaram que estes 

apresentam desenvolvimento de calos primários de aspecto compacto e coloração 

amarela escura e formação de uma zona meristemática. 
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FIGURA 5 - Aspecto morfo-histológico de calos primários embriogênicos de 
dendezeiro, var. dura, a partir de explantes do tipo thin cell layer 
(TCL). Morfologia do calo utilizado nos estudos morfo-histológicos 
(Barra= 1 cm) (A); explante (ex) em secção transversal do calo 
mostrando a proliferação da zona meristemática (zm) e tecido 
parenquimático (Barra= 30 µm)(tp). (B); Secção transversal do calo 
com visualização de tecido vascular (tv) na conexão com o explante, 
zona meristemática (zm) e células de revestimento do calo (cr) 
(Barra= 50 µm) (C). Embrapa, 2007. Abreviações: ex, explante; zm, 
zona meristemática; tp, tecido parenquimático; TV, tecido vascular, 
Cr, células de revestimento do calo. Escala das barras: A = 1 cm; B = 
30 µm; C = 50 µm. 

 

Em seqüência ao desenvolvimento das culturas, clusters formados por 

embriões somáticos puderam ser observados nos tecidos thin cell layer, 

especialmente em presença de Picloram, os quais apresentavam certo grau de 

assincronia no desenvolvimento dos embriões somáticos (FIGURA 6 A). Já em 

secção longitudinal do embrião somático, foi observado como principais 

características a presença do meristema apical, cordão procambial e protoderme 

(FIGURA 6 B), além de células com citoplasma denso e núcleos proeminentes no 

tecido do cordão procambial (FIGURA 6 C). De acordo com Sané et al. (2006) 

análises histológicas de calos primários compactos de Phoenix dactylifera 

(Arecaceae) mostraram que eles foram formados por pequenas células 
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meristemáticas com citoplasma denso e ricas em proteínas solúveis. Além disso, as 

células pequenas em divisão tinham uma aparência embriogênica, com um 

citoplasma rico em proteína, vacúolos pequenos e um largo núcleo. 

Em relação ao embrião zigótico, as análises morfo-histológicas evidenciaram 

a presença de meristema apical e primórdios foliares (FIGURA 6 E), caracterizando 

assim a existência de semelhanças quando comparado às análises morfo-

histológicas dos embriões somáticos. Estas observações são semelhantes àquelas 

obtidas por Kanchanapoom e Domyoas (1999), segundo os quais embriões zigóticos 

maturos de Elaeis guineensis Jacq var. tenera, apresentam como características 

coloração branca, forma ovalada, meristema apical circundado por um cotilédone 

simples, cavidade interna contendo uma zona característica de gema apical, 

composta de um meristema apical e dois ou três primórdios foliares. Além disso, 

segundo os autores, o cotilédone é composto por três tipos de células denominadas 

parênquimáticas, procambiais e protodérmicas. De acordo com Sané et al. (2006), a 

diferença fundamental entre o desenvolvimento de embriões somáticos e zigóticos é 

o baixo acúmulo de reservas durante o desenvolvimento inicial. Nesse mesmo 

sentido, Schewendiman et al. (1988) afirmam que acumulação precoce de reservas 

de lipídeos em dendezeiro pode ser um bom indicador da aquisição do potencial 

embriogênico dos tecidos. 
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FIGURA 6 - Aspectos morfológicos e histológicos dos embriões somáticos e zigótico 

de dendezeiro var. Dura. Morfologia externa do cluster oriundo de thin 
cell layer, mostrando embriões somáticos em desenvolvimento 
assincrônico (A); Secção longitudinal de um embrião somático 
evidenciando o meristema apical, cordão procambial e protoderme (B); 
Detalhe do cordão procambial destacando células com citoplasma 
denso e núcleos proeminentes (C); Morfologia externa de embrião 
zigótico (D); Secção longitudinal de embrião zigótico evidenciando o 
meristema apical e primórdios foliares (E). Embrapa, 2007.  
Abreviações: ma, meristema apical; cpc, cordão procambial; pd, 
protoderme; cd, citoplasma denso; np, núcleos proeminentes; pf, 
primórdios foliares. Escala das barras: A = 5 mm; B = 50 µm; C = 10 µm; 
D = 1 mm; E = 30 µm. 
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4.2 INDUÇÃO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM DIFERENTES GENÓTIPOS 
DE DENDEZEIRO A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES IMATUROS 

 
 

 As respostas de explantes em um sistema de cultura de tecidos muitas vezes 

depende do genótipo colocado em meio de cultura. Segundo Guerra et al., (2001), o 

genótipo da planta mãe doadora dos explantes juntamente com o tipo de auxina 

exercem papel fundamental na competência embriogênica.  Quando se avaliou a 

influência de diferentes genótipos na indução da E.S. em explantes foliares imaturos 

de dendezeiro, verificou-se que os genótipos testados apresentaram diferenças 

estatísticas significativas em relação às variáveis percentagem de explantes com 

embriões somáticos e número de embriões somáticos formados por explante 

(TABELA 4). O genótipo GS4 proporcionou resultados significativamente superiores 

aos demais, sugerindo que para o do dendezeiro, diferentes genótipos podem 

apresentar respostas diferenciadas in vitro, mesmo quando cultivados sob condições 

semelhantes.  

 Corroborando com os nossos resultados, Steinmacher et al., (2007 b), 

observaram diferenças significativas quando na comparação de dois genótipos (I e 

II) de pupunheira para as variáveis analisadas quando testaram a influência do            

2,4-D, Dicamba e Picloram (150, 300 e 600 µM) na indução da ES a partir de 

inflorescências de pupunheira em diferentes estágios de desenvolvimento                     

(Inf1=5-8 cm; Inf2= 8-12 cm e Inf3=12-16 cm). O genótipo II apresentou as melhores 

respostas para indução da ES. Houve interação do genótipo com o estágio de 

desenvolvimento das inflorescências, sugerindo que as inflorescências mais jovens 

são mais responsivas à ES do que as mais desenvolvidas. Interação significativa 

também foi observada entre os genótipos quanto foi feito um pré-tratamento dos 

explantes com 200 µM de 2,4-D. O Picloram na concentração de 300 µM induziu a 

ES em ambos os genótipos, com diferenças estatísticas entre os mesmos. A 

influência dos genótipos na indução da ES em pupunheira também foi observada em 

explantes foliares (STEIN; STEPHENS 1991). 

 Konan et al., (2007), testaram o enraizamento em três diferentes tamanho de 

ápices caulinares (L: > 9 cm) (M: 7–9 cm) e (S: 5–7 cm) de três clones de 

dendezeiro (LCM 022, LCM 051 e LCM 079) obtidos de embriões somáticos. O 

desempenho dos propágulos no enraizamento foi dependente da origem genética e 

do tamanho inicial das partes aéreas. Quando os grupos de três ápices da mesma 
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linha clonal foram enraizados juntos, no mesmo tubo da cultura, a combinação do 

tamanho da planta dentro do grupo impactou na qualidade total de enraizamento. O 

desempenho do enraizamento foi significativamente melhor nos ápices da linha 

clonal LMC 051 e para os ápices maiores (L: > 9 cm). A linha clonal LMC 051 

mostrou uma taxa de enraizando mais elevada (81%), quando comparada às duas 

outras linhagens (41% para LMC 079 e 25% para LMC 022). 

 No experimento desenvolvido por Al-Khayri e Al-Bahrany (2004), foram 

utilizados cinco genótipos de tamareira (Barhee, Hillali, Naboot Saif, Ruzaiz e 

Khusab) para avaliar o potencial de indução da ES em meio de cultura MS na 

presença de ANA (53,7 µM), 2iP (7,4 µM), AgNO3 (0; 12,5; 25, 37,5; 50; 62,5; 75; 

87,5 e 100 µM) e carvão ativado (1,5 g.L−1). O crescimento de calos das cvs. 

Barhee, Naboot Saif, Ruzaiz e Hillali foi significativo em resposta a adição de       

37,5 µM de AgNO3. Entretanto, a cv. Hillali foi considerada a que melhor na indução 

da ES na concentração de 62,5 µM de AgNO3, enquanto que para as cvs. Barhee, 

Hillali e Ruzaiz, a concentração ótima de foi de 62,5; 50 e 37,5 µM, respectivamente.

 Resultados contrastantes do efeito do genótipo foram revelados por He e 

Lazzeri (2001) quando não encontraram diferenças significativas sobre a 

embriogênese e regeneração de plantas no cultivo de inflorescências de quatro 

genótipos de trigo (L35, Svevo, Latino e Ofanto) em meios com 2 e 4 mg.L-1 de 

Picloram e 1 e 2 mg.L-1 de 2,4-D. Por outro lado, Hankoua et al., (2005), 

encontraram diferenças significativas na habilidade de 17 genótipos de mandioca 

(TME 1, TME 2, TME 5, TME 8, TME 12, TME 13, TME 127, TME 203, TMS 282, 

TMS 70775, TMS 30572, TMS 92/0057, TMS 30001, TMS 4(2)1425, TMS 93/0665, 

TMS 91/02327 e TMS 92/02324) em induzir embriões somáticos a partir de folhas 

imaturas e meristemas apicais em meio de cultura contendo 12,0 mg.L-1 de Picloram 

(meio P-CIM). Uma vez obtidos, embriões somáticos nos estágios globular, torpedo 

e cordiforme, estes foram transferidos para meio de cultura de maturação, contendo 

0,1 mg.L-1 de BAP e para regeneração foi usado o meio de cultura MS contendo   

0,4 mg.L-1 de BAP e 2 µM de CuSO4. De maneira geral, os autores verificaram que 

os genótipos, TME 1, TME 203, TME 12, TMS 92/02324 e TME 5 tiveram maior 

formação de estruturas embriogênicas primárias do que TME 127, TMS 91/02327, 

TMS 30001, TMS 70775 e TMS 93/0665 quando o meristema apical foi cultivado em 

meio P-CIM. Os genótipos apresentando a maior taxa de maturação (100%) foram 

TME 1, TME 12, e TMS 91/02324 e TME 203 o mais baixo. Os genótipos TME 8 e 
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TMS 91/02327 tiveram o melhor potencial de regeneração entre os genótipos 

testados.  

Resultados semelhantes aos observados neste trabalho demostrando a 

influência do genótipo para a indução e regeneração de plantas por ES, também 

foram observados por Guerra et al., (2001), quando avaliaram as respostas de cinco 

acessos de Feijoa sellowiana Berg, quanto ao potencial embriogênico com choques 

auxínicos de 2,4-D (20 µM) em períodos de 1, 2, 4, 8 e 16 semanas. A maior 

percentagem de indução da embriogênese somática e o maior número de embriões 

ocorreram nos acessos 101 e 50-4, sendo observado que o genótipo 53B-7 revelou 

as menores taxas de indução e produção de embriões somáticos. 

 Šerhantová et al., (2004), estudaram a indução da embriogênese somática 

utilizando três auxinas (2,4-D, Picloram e Dicamba) em embriões zigóticos de          

12 cultivares de cevada e observaram que a frequência de formação de calos e 

número de regenerantes foi influenciada significativamente pelo genótipo e auxina 

utilizada,  sendo que os maiores valores para número de regenerantes foi obtida 

pela cultivar Golden Promise. Nesse contexto, Satyavathi et al., (2004), avaliaram 

quatro cultivares de trigo de importância agronômica quanto ao potencial de 

regeneração na presença de diferentes concentrações de 2,4-D, Dicamba e 

Picloram. Foi constatado que houve interação entre as auxinas e suas respectivas 

concentrações, juntamente com as quatro cultivares na habilidade de produzir calos 

e regeneração de plantas. Nos estudos desenvolvidos por González et al., (2001), 

todos os genótipos de Triticum analisados apresentaram boas respostas de indução 

de calos em meio contendo 9,05 µM de 2,4-D. Porém, diferenças foram observadas 

entre genótipos e meio de cultura quanto a percentagem de calos formados e sua 

morfologia. Enquanto a cultivar `Vitrón' mostrou a mais baixa frequência na indução 

de calos, variando de 54% em meio MS para 88,33% em meio MSm, a cultivar 

`Fabio', entretanto, apresentou frequência de indução de 100% em todos os meios 

de cultura analisados. 

 Na media geral das auxinas testadas, o Picloram foi estatísticamente superior 

ao 2,4-D na variável número de embriões somáticos formados, principalmente no 

estádio globular, por explante (TABELA 2). Analisando os aspectos dos calos 

formados tanto na presença de Picloram quanto em 2,4-D, percebe-se que algumas 

características morfológicas como coloração e consistência não diferiram, apesar 

das respostas embriogênicas terem sido diferentes de acordo com as análises 
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estatísticas (FIGURA 7). Corroborando com os resultados alcançados neste 

experimento, Karun et al., (2004), chegaram a conclusão que o Picloram na 

concentração de 5 µM foi superior ao 2,4-D e Dicamba na formação de embriões 

somáticos globulares a partir de explantes foliares de Areca catechu L. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Teixeira et al., (1995), quando testaram a eficiência 

do cultivo de células em suspensão de seis genótipos de dendezeiro (D-1967,        

D-1986, D-2107, D-1974, D-2036, D-2289) em meio MS e Y3 suplementados com 

475-500 µM de 2,4-D ou 250 µM de Picloram e 0,3% (p/v) de carvão ativado. Os 

resultados apontaram para os genótipos D-2036 e D-2289 como sendo os que mais 

produziram tecidos embriogênicos friáveis (FET), após 26 semanas de cultivo in 

vitro. 

 Da mesma forma que neste experimento, Teixeira et al., (1995), concluíram 

que a concentração de 250 µM de Picloram foi eficaz na indução da embriogênese 

de dendezeiro, cultivar pisifera. Resultados semelhantes também foram 

demonstrados quando o Picloram foi mais efetivo que o 2,4-D no experimento de 

desenvolvido por Valverde et al. (1987) para a indução da embriogênese somática 

em mudas de pupunheira. Steinmacher et al. (2007a) relataram que o Picloram na 

concentração de 10 µM foi efetivo na indução de calos embriogênicos em 9,8% dos 

explantes oriundos de embriões zigóticos de pupunheira, porém, níveis mais 

elevados desta auxina tiveram efeitos prejudiciais. Em outra monocotiledônea, 

Tulipa gesneriana L., Ptak e Bach (2007) concluíram que o Picloram foi mais 

eficiente na indução e formação de calos nodulares embriogênicos do que o 2,4-D, 

com maior número de embriões somáticos produzidos em meio com 25 µM de 

Picloram e 0,5 µM de BAP.   

Sogeke (1998) utilizou folhas imaturas de dendezeiro em meio de cultura Y3 

contendo 15 mg.L-1 de ANA, observando a formação de calos 58 dias após a 

inoculação in vitro. A estimulação da ES foi percebida após 2 meses também em 

meio Y3, contudo numa concentração mais baixa de ANA (0,5 mg.L-1) conjugado 

com 2 mg.L-1 de cinetina. Já Touchet et al., (1991), utilizando folhas imaturas de 

dendezeiro verificaram que as respostas na obtenção de calos embriogênicos são 

obtidas quando se utiliza meio de MS na presença de 1 g.L-1 de carvão ativado, 

adicionado de concentrações entre 80 e 100 mg.L-1 de 2,4-D. 

Efeitos benéficos do Picloram na indução da embriogênese somática também 

foram observados por Groll et al., (2001), em explantes foliares de mandioca 
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(genótipo MCol 22). O meio SH6, com elevada concentração de Picloram              

(12 mg.L-1), foi capaz de produzir a maioria dos tecidos embriogênicos induzidos.  

 Titon et al. (2007) observaram que calos formados em cotilédones de 

Eucalyptus grandis nas concentrações de 5,0 e 10,0 mg.L-1 de Picloram, quando 

subcultivados em meio MS e mantidos na luminosidade, apresentaram estruturas 

semelhantes a embriões somáticos em estádio de torpedo e cotiledonar. Nugent et 

al., (2001), obtiveram embriões somáticos a partir de calos embriogênicos formados 

em fragmentos cotiledonares e de hipocótilos de embriões zigóticos maduros de 

Eucalyptus globulus em tratamentos com 12,0 mg.L-1 de Picloram. 

 Quando se avaliou a oxidação dos explantes, nenhuma diferença estatística 

foi observada entre os tratamentos, muito embora para todos os genótipos 

avaliados, os valores percentuais de oxidação tenham sido maiores quando os 

mesmos foram cultivados com 2,4-D (TABELA 2). Possivelmente, a alta taxa de 

oxidação observada esteja relacionada à não utilização de compostos antioxidantes 

como o carvão ativado, comumente usado na cultura de tecidos do dendezeiro 

(TEIXEIRA et al. 1994; DE TOUCHET et al. 1991; STEINMACHER, et al. 2007 a; 

MOTOIKE et al. 2007). Esses resultados se assemelham com os postulados por 

Silva et al. (2003), onde altas concentrações de 2,4-D, independentemente das 

concentrações de cinetina e sacarose, promoveram a oxidação e redução do peso 

de calos de cotilédones e hipocótilos de soja. Figueira et al. (2003) analisando a 

indução de embriões em anteras de café Mundo Novo, Catuaí Vermelho 44 e 99, 

observaram que o aumento das concentrações de 2,4-D no meio de cultura 

promoveu um aumento nas taxas de oxidação das anteras.  

 Por outro lado, Sato et al. (2004) observaram que o 2,4-D promoveu a 

diminuição da oxidação nas concentrações de 2 a 4 mg.L-1 em explantes de caule e 

folha de Pau D’alho. Já resultados observados por Karun et al. (2004), testando as 

auxinas 2,4-D, Dicamba e Picloram na indução da embriogênese somática e 

regeneração de plantas, demonstraram que o Picloram promoveu as maiores taxas 

de oxidação dentre as auxinas testadas, sendo que a concentração que mais oxidou 

os explantes foi a de 200 µM. 
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TABELA 2 - Influência do Picloram (Pi) e 2,4-D nas concentração de 225 µM em 
meio de MS na formação de embriões somáticos em diferentes 
genótipos de dendezeiro, aos dois meses de cultivo. Embrapa, 2007 

 
 Explantes com embriões 

somáticos (%)  
Nº de embriões/explante  Oxidação de explantes (%)  

Auxina Auxina Auxina Genótipo  
Pi 2,4-D 

Média 
(Genótipo)  Pi 2,4-D 

Média 
(Genótipo)  Pi 2,4-D 

Média 
(Genótipo) 

GES3 0,6 0,0 0,2 b 3,0 bA 0,0 bB 1,5 c 86,3 88,5 86,3 a 
GES4 13,0 22,4 17,5 a 7,8 aA 6,5 aA 7,1 a 78,1 80,8 79,5 a 
GES6 13,7 2,4 7,0 b 3,1 bA 2,4 bA 2,7 b 49,3 71,1 60,5 a 
Média 

(auxina)  9,1A 8,3A  4,6 A 3,0 B  71,2A 80,1A 
 

F (A: Auxinas): 0,305ns 11,228** 0,489ns 

F (B: Genótipos): 4,513* 29,915** 1,791ns 

F (A x B): 0,893ns 3,982** 0,210ns 

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado, minúsculas na vertical (entre os genótipos 
testados) e maiúsculas na horizontal (entre os tratamentos de auxinas), diferem entre si a 5% de probabilidade 
pelo teste de Tukey. ns não significativo; * Significativo (p < 0,05); ** Significativo (p < 0,01). 
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FIGURA 7 - Indução da embriogênese somática em dendezeiro a partir de folhas 
imaturas: (A) Sequência ilustrativa mostrando o segmento caulinar de 
mudas de dendezeiro, o seccionamento do segmento caulinar logo 
acima do meristema em pequenas partes e os explantes de folhas 
imaturas aclorofiladas medindo cerca de 1 cm2 obtidos; (B) calos multi-
granulares obtidos com Picloram; (C) calos granulares obtidos com    
2,4-D; (D) início da formação de embriões somáticos em estágio 
globular induzidos em 225 µM de 2,4-D e; (E,F) embriões somáticos 
obtidos dos genótipos GES4 e GES6 de dendezeiro cultivados meio de 
MS com 225 µM de Picloram. Embrapa, 2007 
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4.3 - RESPOSTAS MORFOGÊNICAS IN VITRO DE INFLORESCÊNCIAS FEMININAS 
IMATURAS DE DENDEZEIRO QUANTO A REVERSÃO DO ESTADO FLORAL 
AO VEGETATIVO EMBRIOGÊNICO 

 

4.3.1 Influência de tipos de meios de cultura e reguladores de crescimento na 
indução da embriogênese somática em inflorescências femininas imaturas de 
dendezeiro, var. dura. 

 

 Os resultados encontrados em nossos experimentos demonstram que o 

padrão embriogênico observado quando se utilizou como fonte de explante 

inflorescências imaturas femininas de dendezeiro foi pela via direta, ou seja, na qual 

os embriões somáticos originaram-se diretamente de tecidos matrizes sem a 

formação de estádios intermediários de calos.  

 De modo geral, quando se avaliou tipos de meio de cultura e concentrações 

de BAP na indução da embriogênese somática em inflorescências femininas 

imaturas de dendezeiro, verificaram-se efeitos significativos para explantes com 

respostas embriogênicas apenas para o fator meio de cultura, sendo os melhores 

resultados obtidos na formulação do meio de MS do que a do Y3, com 54,8% e 

13,5% de explantes com embriões somáticos formados, respectivamente, 

independente das concentrações de BAP estudadas, as quais não apresentaram 

nenhuma diferença significativa (TABELA 3).  No entanto, para as variáveis massa 

fresca e número de embriões somáticos formados por explante, verificou-se uma 

tendência de melhoria nas respostas para estas variáveis com o aumento das 

concentrações de BAP, especialmente em meio de MS.  

 
 

TABELA 3 - Influência de diferentes meios de cultura primários e concentrações de 
BAP associados à presença de 2,4-D (450 µM) na indução da 
embriogênese somática em inflorescências femininas imaturas de 
dendezeiro, após 90 dias de cultivo. Embrapa, 2007 

 
Explantes com ES † (%)  Massa fresca explante (g)  N° de ES/explante  

2,4-D (450 µM) 

BAP (µM)  BAP (µM)            BAP (µM) 
Meio  (0)  (25)  (50)  Média  (0)  (25)  (50)  (0)  (25)  (50)  
MS  40,4  68,5  55,6  54,8a  0,79  0,81  1,1  29  45  72  
Y3  22,7  6,1  11,6  13,5b  1,1  0,84  1,1  15  25  ND†† 

F (A: Meio): 14,756** ND ND 

F (B: BAP): 0,011ns ND ND 

F (A x B): 1,588ns ND ND 

†ES: Embriões somáticos; ††ND: não determinado; Médias seguidas por letras distintas, minúscula na vertical, 
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns não significativo; ** Significativo (p < 0,01). 
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  Não foram encontrados na literatura trabalhos acerca da influência do BAP 

na indução da embriogênese somática em inflorescências imaturas de dendezeiro. 

No entanto, a indução de calos embriogênicos tem sido bastante relatada na 

literatura pela combinação de tratamentos com auxinas e citocininas (BHANSALI et 

al. 1990; ALY et al. 2002; MA e XU 2002; HERNANDEZ et al. 2003; NATH; 

BURAGOHAIN 2005). Segundo Haensch et al. (2007) a indução de calos em 

explantes foliares imaturos de Pelargonium x domesticum cv. Madame Layal 

somente foi possível com combinações de 2,4-D e BAP. Entretanto, a propagação 

das células, bem como a diferenciação dos embriões, foi inibida por uma aplicação 

contínua da combinação destes reguladores de crescimento. Inflorescências 

imaturas de Setaria italica em meio de cultura MS com 2 mg.L-1 de 2,4-D associado 

com 0,2–0,5 mg.L-1 de BAP mostraram alta capacidade de indução de calos 

embriogênicos (XU et al. 1984).  

 Tuominen e Musgrave (2006), além de atribuir dois tipos de resposta ao BAP 

(aumento na proliferação de calos e rápida indução), testaram uma concentração 

ótima desta citocinina para a estimulação da proliferação de calos em soja,                   

4,4 x 10-7 M de BAP, resultando em ganho de peso dos calos. O ganho de massa 

dos calos foi tipificado pelo peso fresco e seco, confirmando que o ganho de peso 

dos calos foi atribuído mais à proliferação das células do tecido do calo. Jain et al, 

(2005) utilizaram inflorescências de híbridos de Cynodon sp. para induzir calos 

embriogênicos com competência morfogênica em meio MS adicionado de 4,0 mg.L-1 

de 2,4-D e 0,01 à 1,5 mg.L-1 de BAP, obtendo nítido ganho de massa fresca dos 

calos com o aumento da concentração de BAP no meio. Berthouly e Michaux-

Fierrere (1996), estudando genótipos de Coffea canephora, observaram que a 

adição de BAP em concentrações acima de 1,5 µM favoreceu a diferenciação de 

células embriogênicas do que a multiplicação e, segundo o autor, isso ocorreu 

provavelmente por haver alteração na polaridade e no plano de divisão da célula 

(WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986).  

  Na literatura revisada, apenas no trabalho desenvolvido por Teixeira et al. 

(1994), que utilizou inflorescências como fonte de explante, foi testada a eficiência 

dos meios de cultura MS e Y3, em uma das etapas do protocolo de indução da ES 

em dendezeiro. Em seu experimento, foi observado que o meio MS suplementado 

com 3 g.L-1 de carvão ativado e 475 µM de 2,4-D resultou em formação de calos 

quando transferidos num intervalo de 3 a 4 semanas. Após 26 semanas de cultura, 
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os explantes foram transferidos para o meio de MS contendo 5 g.L-1 de carvão 

ativado devido a alta oxidação, juntamente com 475, 500 e 550 µM de 2,4-D. Após 

52 semanas, os explantes foram transferidos para um novo meio M ou Y3 contendo 

400, 450, 500 e 550 µM de 2,4-D. O isolamento de culturas embriogênicas só foi 

possível em meio de cultura Y3 com 500 µM de 2,4-D. A maturação dos embriões 

somáticos foi induzida em meio Y3 com 15 µM de ANA e 2 µM de ABA. Após esta 

etapa, os embriões foram postos para germinarem em meio de MS com metade dos 

sais e vitaminas do meio MS. Percebeu-se que nos meio de cultura livre de 2,4-D, 

houve intensa oxidação.  

Contudo, resultados contrários foram observados por Mkumbo et al., (1998), 

que utilizaram os meios de cultura líquidos MS e Y3 para verificar a germinação de 

embriões zigóticos maduros de Cocos nucifera. Foi constatado que o meio Y3 

contendo 2.5 g.L-1 de carvão ativado e 45 g.L-1 de sacarose provou ser o mais 

indicado para a germinação e crescimento dos embriões. Silva (2002) avaliou as 

taxas de germinação aos 15, 30, 60, 90 e 120 dias e verificou que o meio de cultura 

Y3 mostrou-se superior ao meio de cultura MS para a germinação de embriões 

zigóticos de Cocos nucifera aos 60, 90 e 120 dias. 

Steinmacher (2005), trabalhando com germinação de embriões zigóticos em 

pupunha, testando o efeito da composição salina utilizada em interação com a 

presença ou ausência de carvão ativado, não observaram diferenças significativas 

entre os meios de cultura MS e Y3, mas verificou que o efeito do carvão ativado 

influenciou na porcentagem de embriões zigóticos de pupunha. 

 
 
4.3.2. Influência da posição do explante e concentrações de 2,4-D na indução da 

embriogênese somática em inflorescências femininas imaturas de dendezeiro, 
var. dura. 

 

 Quando se avaliou o efeito da posição do explante em combinação com 

diferentes concentrações de 2,4-D, em meio de cultura Y3, verificou-se que na 

média, os melhores resultados para percentual de explantes embriogênicos foram 

obtidos em meio de cultura com 225 µM de 2,4-D, independentemente da posição 

do explante na ráquila, após 3 meses de cultivo (TABELA 4). Por outro lado, 

concentrações superiores a 225 µM de 2,4-D influenciaram negativamente a indução 
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de explantes com características embriogênicas, possivelmente em virtude de um 

efeito fitotóxico prejudicial destas concentrações aos explantes.  

 Teixeira et al. (1994) verificaram que após 5 meses de cultura, a indução de 

embriões somáticos em inflorescências imaturas de dendezeiro variedade pisifera, 

ocorreu na concentração de 500 µM de 2,4-D. Trabalhando com pupunha (Bactris 

gasipaes), Steinmacher (2005) observou que a resposta de estruturas florais foi 

estimulada por auxinas ou pela adição de elevadas concentrações de 2,4-D no meio 

de cultura. 

 

TABELA 4 - Influência da posição do explante na ráquila (basal e apical) e diferentes 
concentrações de 2,4-D, em meio de cultura Y3, na indução da 
embriogênese somática em inflorescências imaturas femininas de 
dendezeiro, após 90 dias de cultivo. Embrapa 2007 

 
 

    Explantes com características embriogênicas (%)   

                                                               2,4-D (µM)  
Posição do explante 

na inflorescência  
0  225  450  675  

Apical  1,1  43,8  35,0  0,0  

Basal  0,0  54,3  4,1  0,0  

Média (2,4-D)  0,5C  49,0A  19,5B  0,0C  
F (A: Posição do explante): 1,708ns   

F (B: Concentrações de 2,4-D): 19,341**   

F (A x B): 0,142ns   

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.  
ns não significativo; ** Significativo (p < 0,01). 

 
 
 
 Em dendezeiro, não há trabalhos na literatura que tratam da indução da 

embriogênese somática utilizando como metodologia diferentes partes e posições 

dos explantes de inflorescências em meio de cultura associados à diferentes 

concentrações de auxinas. As inflorescências de palmeiras são bastante utilizadas 

como explantes na cultura de tecidos devido a grande quantidade de células 

meristemáticas, elevado grau de determinação e por não representarem dano à 

planta mãe quando coletadas (TEIXEIRA et al. 1994; VERDEIL et al. 1994).  

 De acordo com Vasil (1987), em cultura de tecidos de monocotiledôneas é 

imprescindível que a fonte de explante a ser empregada seja composta de células 

meristemáticas e o explante que melhor atende à essa premissa parecem ser as 

inflorescências.  
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Em seu experimento, Steinmacher (2007b) utilizou três tama Inf2=8-12 cm e 

Inf3=12-16 cm), de acordo com o seu grau de desenvolvimento para indução da ES, 

juntamente com um pré-tratamento com choques auxínicos de 200 µM de 2,4-D que 

interferiram significativamente no padrão das respostas obtidas. Após o pré-

tratamento, os explantes foram colocados em meio de MS contendo 2,4-D, Dicamba 

e Picloram nas concentrações de 0, 150, 300 e 600 µM. O pré-tratamento aumentou 

consideravelmente a aquisição de competência embriogênica, sendo que a Inf1 na 

concentração de 300 µM de Picloram apresentou a maior média para formação de 

calos embriogênicos. 

Segundo Huo et al., (2006), inflorescências imaturas de híbridos de trigo 

(Agropyron cristaturn x A. desertorurn cv. Hycrest-Mengnong) foram utilizadas como 

explantes e resultaram na regeneração de plantas a partir de calos quando 

cultivados em meio MS contendo 2,0 a 3,0 mg.L-1 de 2,4-D e posteriormente em 

meio MS na metade da concentração (MS ½) para diferenciação e enraizamento. 

 Barro et al. (1999) utilizaram inflorescências e escutelo imaturos de trigo, 

cevada e triticale na indução da embriogênese somática e regeneração de plantas. 

Para inflorescências de trigo e triticale, na regeneração dos calos embriogênicos 

induzidos em meio com 2 mg.L-1 de 2,4-D e Picloram, verificou-se que o Picloram foi 

duas vezes mais eficiente que o 2,4-D. Para o escutelo, as freqüências mais 

elevadas de embriogênese (85%) e regeneração (50%) foram obtidas em meio 

contendo 2 mg.L-1 de 2,4-D na metade da concentração dos aminoácidos. A 

capacidade morfogênica de 19 cultivares diferentes do trigo, cevada e triticale foram 

comparadas, com diferenças entre explantes e genótipos. No trigo, a capacidade 

embriogênica das inflorescências (média de 92%) foi mais elevada do que o 

escutelo (média de 62%). Entretanto, a regeneração do escutelo foi mais elevada 

que as inflorescências (médias de 63% e de 18%, respectivamente).  

Desai et al., (2004) utilizou um protocolo de embriogênese somática direta em 

cana-de-açúcar variedade CoC-671, utilizando segmentos de inflorescências 

imaturas de 3 – 6 mm. O meio de cultura MS (S1) suplementado com 0,5 mg.L-1 de 

ANA, 2,5 mg.L-1 de cinetina e glutamina proporcionou alta freqüência de 

desenvolvimento dos embriões somáticos, enquanto que o meio MS (S4), 

adicionado apenas com 1 mg.L-1 de TDZ não exibiu respostas embriogênicas. 

Segundo este autor, as inflorescências possuem a vantagem de não necessitar de 
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esterilização superficial, além de não liberar compostos fenólicos no início do cultivo 

in vitro.   

 Vikrant e Rashid, (2001) induziram direta e indiretamente embriões somáticos 

em inflorescências imaturas de Paspalum scrobiculatum L. cv. PSC 1 em meio MS 

ou N6 suplementados com 2,4-D (4,5; 9,0; 18,0 e 22,5 µM). Não houve diferenças 

significativas entre os meios de culturas testados, mas a mais alta concentração de 

2,4-D (22,5 µM) inibiu a embriogênese direta em meio MS e possibilitou baixas 

freqüências desta (9%) em meio N6. A freqüência mais elevada de embriogênese 

direta (34% e 30%, respectivamente) foi possível no meio N6 com 4,5 µM de 2,4-D e 

no meio MS com 9,0 µM de 2,4-D. Indiretamente, observou-se alta freqüência de 

embriogênese (75%) com 18,0 µM de 2,4-D em meio de MS e em 73% dos 

explantes na concentração de 9,0 µM de 2,4-D no meio N6. Este experimento 

demonstrou que partes diferentes do explante de inflorescência potencializaram a 

formação de embriões somáticos, especialmente pendúnculo e primórdios florais. 

 No experimento conduzido por Gomes et al., (2004), eixos embrionários de 

embriões zigóticos maduros de coqueiro foram seccionados em cinco segmentos (A, 

B, C, D e E), e cultivados em meio de cultura Y3, suplementado com quatro 

concentrações de 2,4-D (10-4; 1,36 x 10-4; 3,62 x 10-4 e 4,52 x 10-4 M) na tentativa de 

induzir calogênese. As concentrações de 2,4-D que melhor induziram a calogênese 

foram as de 10-4 e 1,36 x 10-4 M e os segmentos A (corte na região apical), B (corte 

logo após o primeiro na região apical) e E (corte região basal) apresentaram maior 

competência para calogênese.  

 Verdeil et al. (1994) utilizaram quatro inflorescências imaturas (If1, If2 mais 

novas) e (If3 , If4 mais velhas) de cada um dos híbridos elite de coqueiro testados 

(PB 111, PB 121 e PB 131), cultivados em meio sólido suplementado com carvão 

ativado (2%) e 2,4-D nas concentrações de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 x 10-4 M). Após 

oito meses de cultivos os calos formados foram destacados e novamente colocados 

em meio de cultura com 2 g.L-1 de carvão ativado com baixos níveis de 2,4-D (1,5 ou 

2 x 10-4 M), níveis intermediários (3 ou 4 x 10-4 M) e altos níveis (4,5 ou 5,5 x 10-4 M). 

As respostas na formação de calos diferiram entre os genótipos PB 111 e PB 121, 

bem como as inflorescências If2 e If3 foram mais responsivas que as mais maduras 

If4 e If5. A aquisição competência embriogênica foi observada quando os calos 

foram cultivados em altas concentrações de 2,4-D (45 ou 5,5 x 10-4 M). Após seis 

meses, os calos embriogênicos foram colocados em novo meio de cultura para 
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maturação, reduzindo-se a concentração de BAP a cada transferência de meio      

(4,5 x 10-4 M para 10-5), sendo que para a regeneração foi usado meio sem auxinas 

e carvão ativado. 

 Em tamareira, Fki et al, (2003) concluíram que a capacidade de explantes de 

inflorescências imaturas para formar calos foi bem maior que as folhas imaturas, 

quando se utilizou 2,4-D no meio de cultura. A freqüência da indução de calos em 

folhas imaturas no meio de cultura MS M2 (10 mg.L-1 de 2,4-D) foi de 20% na média, 

contra 50% para as inflorescências imaturas cultivados no meio MS M1 (0,5 mg.L-1 

de 2,4-D).  

 Jogeswar et al., (2007) observaram alta freqüência na indução da 

embriogênese somática em inflorescências imaturas de três genótipos de Sorghum 

bicolor em meio MS suplementado com 2 mg L−1 de 2,4-D, adicionado de 0,5 mg L−1 

de cinetina. Trabalhando com inflorescências imaturas de trigo, Benkirane et al., 

(2000) obtiveram, após seis semanas de cultivo, 78% de formação de calos 

embriogênicos induzidos em 2,4-D na concentração de 6,8 µM. Resultados 

semelhantes foram alcançados por Xiu-Wen et al, (2006) que induziram diretamente 

calos embriogênicos em inflorescências imaturas de híbridos de trigo em meio de 

cultura MS contendo 2,0 a 3,0 mg.L-1 de 2,4-D. 
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FIGURA 8 - Aspecto geral da inflorescência utilizada como fonte de explantes. (A) 

inflorescência de dendezeiro dentro da espata; (B) detalhamento dos 
cortes apical e basal na ráquila de dendezeiro; (C) Segmentos 
transversais de inflorescências; (D) cluster com vários embriões 
somáticos no estádio torpedo, após 3 meses de cultivo em meio com 
2,4-D. Embrapa, 2007 

 
 

 

4.3.3 Efeito de substâncias antioxidantes e 2,4-D na indução da embriogênese 
somática em inflorescências femininas imaturas de dendezeiro, var. dura. 

 

 A avaliação da influência dos antioxidantes carvão ativado e PVP-40 no 

potencial embriogênico dos explantes de inflorescências imaturas de dendezeiro, 

revelou que em média, 43,7% dos explantes apresentaram reversão do estado floral 

para o estado vegetativo embriogênico, após 90 dias de cultivo (TABELA 5). Este 

resultado só foi observado em meio de cultura suplementado com 3,0 g.L-1 de 

carvão ativado, independentemente da suplementação ou não do meio com PVP-40. 

O carvão ativado é um componente que, apesar de freqüentemente ser adicionado 

aos meios de cultura para adsorver os compostos fenólicos tóxicos aos explantes 

Apical  

Basal 
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(VAN WINKLE et al., 2003), pode promover a adsorção de outros componentes do 

meio de cultura, como os reguladores de crescimento vegetal (auxinas, citocininas), 

interferindo no padrão de desenvolvimento dos cultivos (COSTA et al., 2006). Neste 

sentido, é possível que as respostas dos explantes na mais alta concentração de 

carvão ativado tenha sido devido à adsorção mais pronunciada do 2,4-D por este 

antioxidante, reduzindo ou eliminando seus efeitos fitotóxicos, assim como 

observado nos demais tratamentos, onde a taxa de conversão das inflorescências 

para o estado vegetativo foi nula, com 100% de morte dos explantes.  

 Já no caso do PVP, também considerada como antioxidante, a adição desta 

substância ao meio não promoveu diferenças nas repostas dos explantes florais 

imaturos de dendezeiro, apesar de Pasqual et al., (2002) terem verificado efeitos 

benéficos do PVP quando suplementado ao meio de cultura na formação de calos 

em cafeeiro (Coffea arabica L.). Resultados semelhantes ao obtidos em nosso 

trabalho foram observados por Sáenz et al., (2005), em coqueiro que, testando um 

protocolo capaz de formar calos em explantes de plúmula na presença de 2,4-D e 

PVP, verificaram que aproximadamente 43% dos explantes cultivados com 1 µM de 

2,4-D formaram calos embriogênicos depois de 4 meses, independentemente da 

presença de PVP no meio de cultura. 

 A adsorção de 2,4-D no meio de cultura pelo carvão ativado também foi 

relatada nos trabalhos desenvolvidos por Ebert e Taylor (1990) e Verdeil e Buffard-

Morel (1995), os quais chegam a afirmar que fica indefinida a concentração 

disponível de 2,4-D aos explantes em cultivo, quando da presença do carvão ativado 

no meio de cultura. Neste sentido, Teixeira et al. (1993), utilizando embriões 

zigóticos imaturos de dendezeiro em meio de cultura para obter a proliferação de 

calos, relatou que a presença de 0,3 mg.L-1 de carvão ativado não só minimizou a 

oxidação, como foi responsável pela adsorção de parte do 2,4-D contido no meio de 

cultura.  Devido a isso, a concentração de 2,4-D foi aumentada de 10 para 500 µM 

para o pleno e satisfatório desenvolvimento das culturas embriogênicas. Já quando 

trabalhou com inflorescências imaturas de dendezeiro, Teixeira et al., (1994), 

verificaram que na concentração de 3,0 g.L-1 de carvão ativado em meio de cultura 

contendo 475 µM de 2,4-D, altas taxas de oxidação dos explantes foram 

observadas, sendo a concentração de carvão ativado aumentada para 5,0 g.L-1. 

Posteriormente, perceberam que além do aumento da concentração de carvão 

ativado conduzir a uma redução na concentração da 2,4-D disponível, o subcultivo 
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dos explantes em meio sem reguladores de crescimento foi seguido sempre pelo 

aumento da oxidação, e subcultivos em meios de cultura com concentrações mais 

elevadas da 2,4-D (500 e 550 µM) conduziram a uma redução substancial no nível 

de oxidação na ordem de 28% e  37%, respectivamente. 

 

TABELA 5 - Influência do carvão ativado e PVP-40 na resposta de explantes de 
dendezeiro à indução de características embriogênicas, cultivados com 
450 µM de 2,4-D, aos 90 dias de cultivo. Embrapa, 2007 

 
 

 
Explantes com características 

embriogênicas (%)  
Explantes mortos (%)  

Carvão (g.L -1) Com PVP  Sem PVP Média  Com PVP  Sem PVP Média  
0,0 0,0      0,0 0,0b          100,0 100,0  100,0b 

1,5 0,0 0,0 0,0b 100,0 96,2 98,1b 

3,0 56,5 30,9 43,7a 0,0 0,0 0,0a 

F (A: Com e Sem PVP): 1,043ns 

F (B: Carvão ativado): 31,565** 

F (A x B): 1,043ns 

1,000ns 

240,999** 
1,000ns 

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item avaliado, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 
teste de Tukey. ns não significativo; ** Significativo (p < 0,01). 
 
 

Alguns autores sugerem que o efeito benéfico do carvão ativado pode ser 

atribuído a sua capacidade de remoção de inibidores e do excesso de reguladores 

de crescimento no meio de cultura (FRIDBORG et al., 1978; WEATHERHEAD et al., 

1978; GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; COSTA et al., 2006; LEDO et al., 2007 

b). 

 Kanchanapoom e Domyoas (1999), notaram diferenciação dos embrióides de 

dendezeiro quando os mesmos foram transferidos para meio de cultura MS livre de 

reguladores de crescimento e com 0,5 g.L-1 de carvão ativado por 5 semanas. Fki et 

al, (2003) observaram que no subcultivo de células em suspensão de tamareira em 

meio líquido enriquecido com baixas quantidades de reguladores de crescimento 

1 mg.L-1 2,4-D e 300 mg.L-1 de carvão ativado, resultaram na diferenciação de 

grande quantidade de embriões somáticos. Em pupunheira, quando Steinmacher et 

al. (2007) transferiram calos embriogênicos para um meio de regeneração que 

continha 2,4-D e carvão ativado, respostas morfológicas distintas foram observadas, 

incluindo o desenvolvimento assincronizado dos embriões somáticos, além de 

enraizamento e em alguns casos (20%), da conversão de embriões somáticos em 

plantas. 
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 Perera et al. (2007) utilizaram ovários de inflorescências imaturas de coqueiro 

como fonte de explante para a indução da ES. Três diferentes concentrações de  

2,4-D (50, 100 e 200 µM) em combinação com três níveis de carvão ativado (0,1; 

0,25 e 0,3%) foram testados. Os resultados indicaram claramente que houve 

diferenças nas respostas quando os explantes foram cultivados em diferentes 

combinações de 2,4-D e carvão ativado. Percebeu-se que a porcentagem de 

produção de calos embriogênicos com 100 µM de 2,4-D e 0,1 g.L-1 de carvão 

ativado foi significativamente mais elevada (30%) do que os tratamentos restantes. 

Duval et al, (1994) quando transferiram tecidos embriogênicos para meio 

líquido contendo 2,4-D e carvão ativado, notaram que houve parada da atividade 

das células embriogênicas nos clusters. Guerra e Handro (1998) concluíram que o 

estabelecimento de culturas viáveis e seu gradual desenvolvimento advindo de 

explantes foliares, embriões zigóticos e de inflorescências de Euterpe ocorreram 

somente em meio sólido que continham carvão ativado. 

 Siqueira e Inoue (1991), trabalhando com explantes provenientes de folhas 

adultas de Cocos nucifera L. em meio de cultura Y3 sólido, observaram que a 

intensa oxidação dos explantes não foi diminuída com a adição de 0,1% de PVP no 

meio e que a diminuição da intensidade só foi conseguida quando os explantes 

foram cultivados em meio líquido, independente da presença ou não de PVP. 
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FIGURA 9 - Início da formação de embriões somáticos aos 40 dias de cultivo em 

meio MS com carvão ativado (A) embriões somáticos após 90 dias (B). 
Embrapa, 2007 
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5 CONCLUSÃO 
 
 

� A técnica thin cell layer (TCL) é uma técnica que permite induzir eficazmente 

a embriogênese somática e a regeneração de plantas completas em 

dendezeiro; 

� Explantes localizados na parte basal (a mais próxima do ápice meristemático) 

de jovens plantas são os que proporcionam as maiores taxas de 

embriogênese somática e regeneração de plantas em dendezeiro;  

� Folhas imaturas no estado aclorofilado podem ser indicadas como explantes 

responsivos à embriogênese somática em dendezeiro, desde que altas 

concentrações de auxinas sejam providas ao meio de cultura de indução da 

embriogênese somática; 

� Diferentes genótipos de dendezeiro respondem diferentemente à indução da 

embriogênese somática, mesmo sob condições idênticas de cultivo in vitro; 

� Inflorescências femininas imaturas de dendezeiro são facilmente induzidas ao 

estado vegetativo embriogênico e constituem-se como excelentes fontes 

alternativas de explantes para a indução da embriogênese somática em 

dendezeiro; 

� O Picloram é mais eficiente do que o 2,4-D e a auxina mais responsiva e 

indicada para a indução da embriogênese somática em dendezeiro, 

independentemente do tipo de explante a ser utilizado; 

� De modo geral, altas concentrações de auxinas são necessárias para induzir 

a embriogênese somática do dendezeiro, independentemente do tipo de 

explante utilizado para isso; 

� A composição formada pelos sais e vitaminas do meio de MS proporciona 

resultados superiores ao meio Y3 na indução da Embriogênese somática em 

dendezeiro;  

� O Carvão ativado é a o antioxidante mais indicado para impedir a oxidação de 

diferentes tipos de explantes de dendezeiro e sua presença em todas as 

etapas do processo é considerado fundamental para o normal 

desenvolvimento e regeneração de embriões somáticos formados.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 As palmeiras de modo geral são consideradas a família de plantas mais 

difíceis para trabalhos na cultura de tecidos de plantas in vitro. Devido a isso, este 

trabalho relatou alguns protocolos de indução da embriogênese somática onde a 

fonte e a idade do explante, o tipo de auxina, o genótipo utilizado e o meio de cultura 

dentre outros fatores podem maximizar as respostas embriogênicas. Neste sentido, 

novos trabalhos devem ser realizados com o intuito de avaliar outras características, 

também não menos importantes no estabelecimento de um protocolo de 

embriogênese somática eficiente para o dendezeiro. Dentre estas características, o 

tempo de exposição dos explantes em direntes meios de cultura, incluindo meio de 

consistência líquida, já que em alguns protocolos há relatos que apenas a exposição 

dos explantes a choques auxínicos por poucos períodos de tempo (12 horas, 1 e 2 

dias) já são suficientes para induzir a ES, diminuindo, assim, o tempo de obtenção 

de novas plantas e a maior ocorrência de variação somaclonal. A utilização de 

marcadores moleculares visando avaliar a fidelidade genética, possíveis níveis de 

variação somaclonal, bem como a identificação de genes (genômica) e proteínas 

(proteômica) chaves envolvidos nas diferentes etapas do processo podem ser de 

fundamental importância para um melhor entendimento da ES e para que os 

protocolos sejam otimizados. Esta prática é indicativa e específica para os estágios 

do desenvolvimento dos embriões, podendo fornecer meios mais confiáveis e 

consistentes da avaliação da qualidade do embrião, do que as descrições 

morfológicas, sendo capazes de conduzirem a uma melhor compreensão do 

processo global da ES e EZ, como citado anteriormente. Por fim, a otimização dos 

protocolos de ES e sua eficiência devem ser testados para a produção de mudas em 

larga escala pelo uso de biorreatores.  

 Contudo, depois de obtido sucesso com a obtenção de clones por meio de ES 

direta ou indireta, a aclimatização das plantas é considerada uma das etapas mais 

críticas, pois a planta é submetida repentinamente ao estado autotrófico para a 

retomada normal do crescimento. Para tanto, a inoculação de fungos micorrízicos, 

bem como a formulação de novos substratos para o pleno estabelecimento destas 

plantas devem ser testados e desenvolvidos, além da evidência necessidade de 

acompanhamento fitotécnico destas plantas em campo.  
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