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APERFEIÇOAMENTO DA EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA, REPRODUÇÃO E 

ANÁLISE MOLECULAR DE RETROCRUZAMENTOS INTERESPECÍFICOS 

EM PALMA DE ÓLEO ( Elaeis spp.) 

 

RESUMO 

 

Neste trabalho, três capítulos são propostos: 1) Otimização da embriogênese somática 

em palma de óleo (Elaeis spp.) a partir de embriões zigóticos maturos; 2) Influência da 

espessura inicial de corte sobre a diferenciação de embriões somáticos em palma de 

óleo utilizando a técnica Thin Cell Layer (TCL) e; 3) Reprodução vegetativa de 

retrocruzamentos interespecíficos de palma de óleo por embriogênese somática. No 

primeiro capítulo foi desenvolvido um sistema para a indução de embriogênese 

somática e regeneração de plantas a partir de embriões zigóticos maturos de palma de 

óleo. Calos embriogênicos (CE) foram induzidos por embriões zigóticos (EZ) maturos 

em meio de Murashige e Skoog (MS) modificado, com o ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

(2,4-D) ou picloram e em combinação ou não com carvão ativado. A maior 

percentagem de indução de CE (97,5%) foi obtida através da cultura de embriões 

zigóticos maturos no meio de MS modificado com 450 ɛM de picloram e 2,5 g.L
-1

 de 

carvão ativado. Os CE proliferaram facilmente em meios com concentrações reduzidas 

de picloram. Esses CE foram repicados em meio de MS suplementado com 12,3 ɛM de 

2-isopenteniladenina (2iP) e 0,54 ɛM de §cido naftalenoac®tico (ANA), com 

subcultivos em intervalos de 4 semanas. Os embriões somáticos foram convertidos em 

plantas em meio de MS modificado com macro e micronutrientes, suplementado com 

20 g.L
-1

 de sacarose, 2,5 g.L
-1

 de carvão ativado e 2,5 g.L
-1

 de Phytagel®. A análise 

revelou que morfohistologicamente a embriogênese somática seguiu uma via indireta. 

Calos primários foram observados após 4-6 semanas de cultura que progrediram para 

CE em 12 semanas. Células embriogênicas exibiram um protoplasma denso, uma 

relação nucleoplásmica alta, e pequenos grãos de amido. Proembriões formados após 

16-20 semanas de cultura e com sucessivas divisões celulares, têm origem multicelular. 

Embriões somáticos diferenciados apresentaram haustório, plúmula, e a primeira e 

segunda bainhas foliares. Nesta fase, a protrusão radicular não foi aparente, pois isso 

ocorre geralmente após emersão das primeiras folhas verdadeiras. No segundo capítulo, 

explantes obtidos por cortes de plantas de 1 mm, 2 mm e 3 mm de espessura foram 

estabelecidos em meio de cultura de MS, com Picloram (450 µM). Utilizando TCL foi 
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possível induzir eficientemente a embriogênese somática em palma de óleo. Os 

genótipos e a espessura dos explantes exerceram influência na indução da embriogênese 

somática, mas explantes de menor espessura (até 2 mm de espessura) se mostram os 

mais responsivos. Os genótipos também exercem uma forte influência na indução da 

embriogênese somática, pois mostraram importantes diferenças quanto à percentagem 

de calos embriogênicos e número de embriões somáticos por calo. Por fim, o terceiro 

capítulo propôs um método para a reprodução vegetativa de EZ de retrocruzamentos 

interespecíficos de palma de óleo por embriogênese somática, bem como, analisar a 

fidelidade genética e epigenética por meio da utilização de marcadores ISSR e AFLP 

das plantas regeneradas. Para tanto, 195, 281 e 198 embriões zigóticos de sementes 

maduras dos respectivos retrocruzamentos interespecíficos SQ150, SR78 e SR84 foram 

cultivados sob as condições do experimento desenvolvido no Capítulo 1, com pequenas 

modificações. Dos regenerantes, 36 plantas de 3 diferentes embriões zigóticos foram 

aleatoriamente avaliadas por marcadores ISSR e AFLP (MSAP) quanto a possíveis 

variações genéticas e epigenéticas. Após 36 meses do início do cultivo, as taxas de 

regeneração de plantas alcançaram entre 6,2% e 34,2% dos EZ inoculados inicialmente. 

Quando se avaliou os regenerantes por ISSR foi possível inferir que indivíduos 

regenerados de EZ podem apresentar entre 97,5% e 100% de similaridade quando 

avaliadas dentro da mesma matriz que lhe deu origem (intrapopulações). No entanto, 

quando os indivíduos são comparados com plantas regeneradas de outros EZ utilizados 

como matrizes, eles podem apresentar variabilidade genética superior a 20%, ou seja, 

similaridade genética de apenas 80% (interpopulações). Na análise por AFLP (MSAP) 

verificou-se a amplificação de 357 locos nas 36 plantas avaliadas. Nessas amplificações, 

constatou-se que 69% destas regiões revelaram-se sensíveis à metilação e, destas, 58% 

foram ocasionadas pelo ganho de fragmentos, ou seja, pela hipometilação do DNA 

genômico. 

 

Palavras chaves: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, embriogênese somática, 

morfogênese, camada fina de células, melhoramento genético de plantas. 
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IMPROVEMENT OF SOMATIC EMBRYOGENESIS, REPRODUCTION  AND 

MOLECULAR ANALYSIS OF INTERSPECIFIC BACKCROSSES OF OIL 

PALM ( Elaeis spp.) 

 

ABSTRACT 

 

In this work, three Chapters are proposed: 1) Optimization of somatic embryogenesis in 

oil palm (Elaeis spp.) from mature zygotic embryos; 2) Influence of initial cutting 

thickness on somatic embryos differentiation in oil palm (Elaeis spp.) using the thin cell 

layer technique (TCL), and; 3) Vegetative reproduction and molecular analysis of 

interspecific backcrosses of oil palm regenerated by somatic embryogenesis. In the first 

Chapter, we developed an efficient and simple system for inducing somatic 

embryogenesis and regenerating plantlets from mature zygotic embryos of oil palm. 

Embryogenic calli were induced from mature zygotic embryos of oil palm on modified 

Murashige and Skoog medium with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid or picloram, alone 

or in combination with activated charcoal. The greatest frequency of embryogenic callus 

induction (97.5%) was obtained by culturing mature zygotic embryos on callus 

induction medium with 450 ɛM picloram and 2.5 gL
ī1

 activated charcoal. Embryogenic 

calli proliferated on a medium with a reduced concentration of picloram. Embryogenic 

calli were then subcultured on a medium supplemented with 12.3 ɛM 2-

isopentenyladenine and 0.54 ɛM naphthaleneacetic acid, with subcultures at 4-wk 

intervals. Somatic embryos were regenerated on a medium with Murashige and Skoog 

macro- and micronutrients at halfstrength concentrations supplemented with 20 g.L
ī1

 

sucrose, 2.5 g.L
ī1

 activated charcoal, and 2.5 g.L
ī1

 Phytagel. Detailed histological 

analysis revealed that somatic embryogenesis followed an indirect pathway. Primary 

calli were observed after 4ï6 wk of culture and progressed to embryogenic calli at 12 

wk. Embryogenic cells exhibited dense protoplasm, a high nucleoplasmic ratio, and 

small starch grains. Proembryos, which seemed to have a multicellular origin, formed 

after 16ï20 wk of culture and successive cell divisions. Differentiated somatic embryos 

had a haustorium, a plumule, and the first and second foliar sheaths. In differentiated 

embryos, the radicular protrusion was not apparent because it generally does not appear 

until after the first true leaves emerge. In the second Chapter, 1,  2 and 3 mm thick TCL 

explants obtained from in vitro germinated plants were established on MS culture 

medium with Picloram (450 ɛM). It was observed that the TCL technique can efficiently 
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induce somatic embryogenesis in oil palm. Genotypes and thickness of the explants used 

exert a strong influence on the induction of somatic embryogenesis. Explants with a 

thickness of up to 2 mm are more responsive. Genotypes also exert a strong influence on the 

induction of somatic embryogenesis, because shown important differences in the percentage 

of callus with somatic embryos and number of somatic embryos formed per callus. Finally, 

the third Chapter proposed a method for the vegetative reproduction of zygotic embryos 

(ZE) from interspecific backcrosses of palm oil by somatic embryogenesis, as well as to 

analyze genetically and epigenetically the regenerated plants through ISSR and AFLP 

markers. To this end, 195, 281 and 198 ZE from the respective interspecific backcrosses 

SQ150, SR78 and SR84 were cultured in vitro under the experimental conditions 

developed in Chapter 1, with minor modifications. From the regenerated plants, 36 

individuals of three different zygotic embryos (considered as matrices) were randomly 

evaluated by ISSR and AFLP (MSAP) markers for possible genetic and epigenetic 

variations. After 36 months of cultivation, plant regeneration rates ranged from 6.2% to 

34.2%. When the regenerants were evaluated by ISSR, it was possible to infer that 

regenerated individuals of ZE can present between 97.5% and 100% of similarity when 

evaluated within the same matrix that originated them (intrapopulations). However, 

when individuals are compared with regenerated plants from other ZE used as matrices, 

they showed genetic variability of more than 20%, that is, genetic similarity of only 

80% (interpopulations). In the analysis performed by the AFLP (MSAP), 357 loci were 

amplified. In these amplifications, it was verified that 69% of these regions were 

sensitive to methylation and of these, 58% were caused by the gain of fragments, that is, 

by the hypomethylation of the genomic DNA. 

 

Palavras chaves: Arecaceae, Elaeis guineensis, Elaeis oleifera, somatic 

embryogenesis, morphogenesis, thin cell layer, plant breeding. 
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LISTA DE ABREVIATURAS  

 
 
2-iP ï 2- isopentenil-adenina 

 

2,4-D ï Ácido 2,4-diclorofenoxiacético 

 

mM ï Micromolar 

 

ABA ï Ácido absísico 

 

AFLP ï Polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados 

 

AIB ï Ácido Indol Butírico 

 

AMOVA  ï Análise de variância molecular 

 

ANA ï Ácido naftalenoacético 

 

BAP ï N6- Benzilaminopurina  

 

CE ï Calos embriogênicos 

 

CP ï Calos primários 

 

EET ï Embriões em estádio torpedo 

 

ES ï Embriões somáticos 

 

ESD ï Embriogênese somática direta 

 

ESI ï Embriogênese somática indireta 

 

EZ ï Embriões zigóticos 

 

GR ï Genitor Recorrente 

 

ISSR ï Entre sequências simples repetidas 

 

MIC ï Meio de indução de calos 

 

MS ï Meio de cultura formulado por Murashige & Skoog, 1962 

 

NaClO ï Hipoclorito de sódio 

 

TCL ï Thin Cell Layer (Fina camada celular) 

 

PCR ï Reação em cadeia da polimerase  

 

pH ï Potencial hidrogeniônico 
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Pi ï Picloram (4 amino ï 3,4,6-ácido tricloro picolínico) 

 

RAPD ï DNA polimórfico amplificado ao acaso  

 

RFLP ï Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição  

 

RNase ï Ribonuclease  

 

rpm ï Rotação por minuto  

 

s ï Segundo  

 

SNP ï Polimorfismo de nucleotídeo único  

 

SSR ï Sequências simples repetidas 
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1. INTRODUÇÃO GERAL   

 

A crescente demanda mundial por óleos vegetais nas últimas décadas tem sido 

motivada, principalmente, pelo expressivo aumento populacional em países em 

desenvolvimento. A substituição do consumo de gorduras de origem animal por óleo 

vegetal, aliado ao significativo desenvolvimento de tecnologias e custos de produção 

mais baixos, são fatores que também impulsionaram a expansão da indústria de óleos 

vegetais (MONTEIRO e HOMMA, 2014). 

O Brasil é dotado de condições ideais para se tornar um grande produtor mundial 

de óleo vegetal, não somente a partir de espécies anuais, mas também a partir de 

espécies perenes de alto rendimento, pois dispõe de extensas áreas agricultáveis, parte 

delas não propícias ao cultivo de gêneros alimentícios, mas com solo e clima favoráveis 

ao plantio de inúmeras oleaginosas perenes (MME, 2012). 

 Diante disso, a produção de óleo vegetal para utilização como 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. Com o objetivo de viabilizar a produção do biodiesel e 

equacionar questões fundamentais para o país, em dezembro de 2004 foi criado o 

Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel (PNPB), com metas de fixar níveis 

crescentes e percentuais mínimos de adição do biodiesel ao óleo diesel (Lei n° 11.097, 

de 13 de janeiro de 2005) (KALTNER, 2007). A partir disso, vários projetos foram 

implantados com o objetivo de viabilizar a produção de bicombustível a partir de fontes 

renováveis (FERREIRA et al. 2012).  

Neste contexto, 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 a soja) para àqueles acima de 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 (GONTIJO et al. 2011). 

De fato, entre as oleaginosas, a palma de óleo (Elaeis spp.) ganha destaque por 

poder apresentar rendimento de óleo em torno de 4 a 7 ton ha
-1

 ano
-1

, sendo essa 

produção a de pelo menos sete a oito vezes maior que a do óleo de soja (o produto de 
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maior representatividade atual na mistura, com cerca de 75 a 80%), o que o classifica 

como a primeira fonte de óleo vegetal do planeta (RAJESH et al. 2003; 

AGRICULTURE, 2011). 

Entretanto, a multiplicação de genótipos selecionados se dá exclusivamente por 

meio de sementes, fato que, na ausência de métodos adequados de reprodução 

vegetativa por métodos convencionais, torna praticamente impossível a obtenção de 

culturas uniformes e a perpetuação das características de um indivíduo de alto valor 

genético selecionado. Por essa razão, há preocupações quanto à multiplicação dos 

genótipos selecionados, pois além da possibilidade de se obter indivíduos heterogêneos, 

a multiplicação por sementes requer um período relativamente longo até que novas 

mudas sejam formadas, ou então, que caracteres de interesse sejam fixados em ciclos de 

seleção genética (BASIRON, 2007; RIOS, 2012).  

Dessa forma, a embriogênese somática em palma de óleo, além de permitir a 

reprodução de plantas de interesse, pode criar a possibilidade de ser um suporte prático 

para alcançar resultados mais rápidos nos programas de melhoramento genético, 

especialmente na fixação de caracteres da geração F1 nos cruzamentos interespecíficos 

ou intraespecíficos (GOMES JR et al. 2014).  

Porém, para que a embriogênese somática venha a se tornar um processo 

efetivamente importante para a propagação vegetativa da palma de óleo, é necessário 

que ocorra o desenvolvimento e aperfeiçoamento de protocolos que permitam o 

domínio das diferentes etapas do processo e que, por fim, permitam a regeneração em 

larga escala de plantas completas por embriogênese somática. 

Nesse contexto, o trabalho objetivou aperfeiçoar a embriogênese somática em 

palma de óleo a partir de embriões zigóticos, avaliar a diferenciação e a regeneração de 

embriões somáticos formados a partir de materiais juvenis germinados in vitro pela 

técnica thin cell layer (TCL) em palma de óleo, além de reproduzir vegetativamente 

retrocruzamentos interespecíficos em palma de óleo (E. oleífera x E. guineensis) x E. 

guineensis.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DA PALMA DE ÓLEO  

 

O gênero Elaeis (do grego ñElaionò, que significa óleo), pertence à classe 

Liliopsida (Monocotiledônea), ordem Arecales (Palmales), família Arecaceae 

(Palmae), subfamília Arecoideae, tribo Cocoseae (Cocoinaea) e, subtribo Elaeidinae 

(DRANSFIELD et al. 2005). A família Arecaceae contém cerca de 225 gêneros e 2779 

espécies (ZEVEN, 1964; MOORE, 1973). O gênero abrange duas espécies 

economicamente importantes: Elaeis guineensis Jacq., nativo das florestas tropicais da 

costa oeste do continente africano e Elaeis oleifera (Kunth) Cortés nativo do continente 

americano, onde ocorre principalmente na floresta tropical amazônica, estendendo-se da 

Colômbia ao Panamá; ambas são espécies de ocorrência comum em áreas antropizadas 

e ao longo dos cursos hídricos (RAO et al. 1989). 

A planta 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). Monocaule, que na idade adulta pode atingir de 25 

a 30 metros de altura, a base desta palmeira assemelha-se a uma coluna cônica que, a 

partir do primeiro metro de altura, torna-se constante quanto ao diâmetro, que varia de 

22 a 75 cm. Seu sistema radicular, do tipo fasciculado, é composto por milhares de 

raízes adventícias primárias, que emergem do bulbo radicular, formado a partir dos 

entrenós da base do estipe (ADAM et al. 2005). 

Na parte superior, a palma de óleo possui uma coroa de folhas pinadas formadas 

pelo meristema apical. Em plantas adultas, esta estrutura possui entre 30 e 45 folhas 

funcionais que podem atingir até 7 m de comprimento. Estas folhas são compostas por 

um pecíolo ligeiramente triangular, de aproximadamente 1,5 m de comprimento, com 

espinhos regularmente dispostos sobre as arestas laterais. A folhas são compostas 

também por uma raque longa e afilada de aproximadamente 5 m de comprimento, 

composta de 250 a 350 folíolos, com ângulos de inserção variados, repartidos em ambos 

os lados (ADAM et al. 2005; GOMES et al. 2015). 

Nessa cultura as flores masculinas e femininas apresentam-se separadas em 

inflorescências masculinas e femininas, que são protegidas por duas brácteas fibrosas 

denominadas espatas. Estas inflorescências desenvolvem-se em sequências unissexuais 
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denominadas ciclos, que por não se sobrepujarem, ocasionam a fecundação cruzada 

(ADAM et al. 2011). 

O fruto comercial da palma de óleo se desenvolve em cachos ovais, atingindo 

um comprimento médio de 50 cm, com largura de cerca de 35 cm e pesando de 20 a 30 

kg. Cada cacho é composto por aproximadamente 1500 frutos. O fruto é uma drupa 

séssil, com formato esférico e alongado, medindo de 2 a 5 cm de comprimento e entre 3 

e 30 g de peso (ADAM et al. 2005).  

 A palma de óleo usada comercialmente ou em programas de melhoramento 

genético para a formação de variedades comerciais pode ser classificada de acordo com 

a sua transmissão hereditária de forma, coloração e composição do fruto e forma das 

folhas (VANDERWEIEN, 1952). A mais importante é aquela que classifica as plantas 

de acordo com a espessura do endocarpo do fruto, podendo ser de três tipos (Figura 1): 

Dura, com endocarpo de espessura superior a 2 mm e fibras dispersas no mesocarpo; 

Pisífera, que não possui ou possui fino endocarpo, podendo ter em seu lugar um fino 

anel de fibras, e; Tenera, com espessura do endocarpo menor que 2 mm e com um anel 

de fibras ao seu redor (origina-se do cruzamento entre Dura x Pisífera, atualmente as 

variedades comerciais encontradas no mercado). É essencialmente nesses três tipos de 

fruto que se baseia o melhoramento genético para a produção de óleo contido no 

mesocarpo (polpa) do fruto (VALLEJO, 1978; RAMALHO FILHO et al. 2010). 

 Populações naturais do Elaeis oleifera (HBK) Cortés, também conhecido como 

caiaué, palma americana ou dendê nativo, podem ser encontradas desde a América 

Central até o norte da América do Sul (Suriname, Colômbia e extremo noroeste do 

Brasil (MEUNIER, 1975; ALVES et al. 2011).  

 O E. oleifera possui tronco tipo estipe, cilíndrico maciço, caracterizado pelo 

crescimento anual entre 5 a 10 cm, até o máximo de 5 metros de altura quando adulto. 

Por volta dos 15 anos de idade, o estipe curva-se sobre o solo permanecendo a parte 

terminal ereta, mantendo a coroa foliar a 2-3 metros de altura, num estagio denominado 

de procumbência (CORLEY e TINKER, 2003; CUNHA et al. 2009). 

Esta espécie produz pouco óleo, porém, o interesse no E. oleifera baseia-se em 

diversos fatores, como o porte reduzido e a alta qualidade do óleo, que possui maior teor 

de ácidos graxos insaturados que a espécie E. guineensis (78% vs. 48%) (RAMOS et al. 

2006). Além disso, o E. oleifera  tem sido muito utilizado na hibridação com E. 

guineensis, para a obtenção de cruzamentos resistentes à doenças como o 

amarelecimento fatal (CARDOSO, 2010).  
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O óleo de dendê é usado direta ou indiretamente na alimentação, fazendo parte 

de margarinas, gorduras, sorvetes, manteigas vegetais, óleos de cozinha, óleos de salada 

e azeites de dendê. Na indústria, o óleo de dendê é usado na produção de sabões, sabões 

em pó, sabonetes, xampus, velas, tintas, detergentes e, nos últimos anos, também vêm 

constituindo um importante insumo para a produção de bicombustíveis, como o 

biodiesel. Já o óleo de palmiste (obtido essencialmente da amêndoa), é utilizado pela 

indústria na fabricação de batons, perfumes e nos últimos anos, também vêm 

constituindo um importante insumo para a produção de bicombustíveis (SUNDRAM et 

al. 2003; HAMEED et al. 2009; MUKHERJEE e SOVACOOL, 2014; OOSTERVEER, 

2015; GOMES et al. 2017). 

 

 

Figura 1.  Cachos com frutos da palma de óleo (Elaeis spp.) apresentando diferenças 

morfológicas entre E. guineensis var. dura; E. guineensis var. tenera e E. guineensis 

var. pisifera. Foto: Jonny Everson Scherwinski-Pereira. 

 

2.2 ORIGEM E DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 

 

A palma de óleo é encontrada em populações espontâneas ou cultivadas nas 

regiões tropicais da África, sudeste asiático, América do sul e Central. Ocorre na África 

Ocidental e Central, naturalmente dispersa desde o Senegal até Angola, Costa do 

Marfim, Camarões e Zaire. A espécie ocupa uma faixa litorânea de cerca de 450 km de 
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largura e, no Congo ocorre também no interior até os limites dos lagos Alberto, Nyanza 

e Tanganyika (HAYATI et al. 2004).  

Em geral, o dend° ocorre em solos do tipo ñterras pretasò e ñmassap®ò e a 

densidade de plantas pode ser superior a 24 indivíduos/ha. Populações naturais ocorrem 

nas florestas tropicais e em geral, é o tipo arbóreo mais comum nas florestas úmidas e 

secundárias (AKANI et al. 2007; CAMILLO, 2012). 

 O dendezeiro foi introduzido no continente americano através do comércio de 

escravos (ZEVEN, 1964). Há relatos indicando que sua chegada ao Brasil datam do 

século XVII (Figura 2), sendo cultivado primeiramente na Bahia e no Rio de Janeiro 

(MULLER e ANDRADE, 2010, NELSON, 2010, RIOS et al. 2012). No Brasil, ocorre 

de forma subespontânea em uma estreita faixa de 5 a 10 km da ilha de Itaparica, na baía 

de Salvador até o sul de Maraú, no Estado da Bahia. 

 

 
Figura 2. Dispersão da palma de óleo pelo mundo (NELSON, 2010). 

 

2.3 PRODUTIVIDADE DA CULTURA NO BRASIL 

 

No Brasil, as primeiras plantações industriais de palma de óleo são do início da 

década de 1960, no Estado da Bahia, e logo após, no Pará (GOMES JR. et al. 2014). Na 

região Norte, a introdução aconteceu em 1951 por meio do antigo Instituto Agronômico 

do Norte - IAN (atualmente Embrapa Amazônia Oriental) que importou algumas 

linhagens do Instituto de Recherches pour les Huilles et Oleagineux (IRHO/França) 

para avaliar o desempenho dessa cultura nas condições edafoclimáticas da Amazônia 

Brasileira (PANDOLFO, 1981; SILVA, 2011). 
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Na América do Sul, onde a Colômbia e o Equador têm registrado grandes 

aumentos na produção, o Brasil continua retardatário em óleo de palma. O País 

praticamente não apresentou aumento na produção nas últimas décadas. No entanto, o 

Brasil se destaca no cenário mundial por possuir mais de 20% da área agricultável do 

planeta, mais de 10% da água doce do mundo e mais de 200 espécies de plantas com 

possibilidade de produção de óleo vegetal (GONTIJO et al. 2011). Entre todas as 

espécies potenciais de plantas oleaginosas, a palma de óleo ocupa posição de destaque, 

por ser uma das espécies que apresenta maior produtividade de óleo no mundo 

(LEVERMANN e SOUZA, 2014). Todavia, o Brasil ocupou a 9º posição no ranking 

mundial, com uma área plantada, no ano de 2012, de 150.00 hectares. O consumo atual 

do Brasil supera em muito sua produção ï os valores são de 550.000 toneladas e 

370.000 toneladas, respectivamente (LEVERMANN e SOUZA, 2014; FAOSTAT, 

2014). Onde, o Estado com maior produção é o Pará, responsável por aproximadamente 

85% do óleo produzido no país (CHIA et al. 2009). Praticamente toda a produção é 

destinada à indústria de alimentos, embora atualmente, o mercado de combustíveis seja a 

mais forte tendência (BRASIL, 2005; BECKER, 2010; CAMILLO, 2012).  

 

2.4 MELHORAMENTO GENÉTICO EM PALMA DE ÓLEO 

 

Até o início de 1990, a dendeicultura brasileira dependia de sementes 

importadas, o que levou a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa) a 

desenvolver um programa de pesquisas visando dotar o país de infraestrutura de geração 

de tecnologias para expansão sustentável da cultura. Para atender a necessidade de 

sementes de alta qualidade, a Embrapa iniciou, em 1982, um Programa de 

Melhoramento Genético do dendezeiro, sendo estabelecidos bancos de germoplasma da 

espécie africana Elaeis guineensis (dendê) e da americana Elaeis oleifera (caiaué). No 

entanto, o Banco Ativo de Germoplasma (BAGDendê) é mantido exclusivamente em 

condições de campo, metodologia comumente utilizada para conservar espécies 

arbóreas e/ou com sementes recalcitrantes (CAMILLO, 2012).  

Nesse sentido, a Embrapa tem mantido uma área experimental de 

aproximadamente 420 ha de palma de óleo no Centro Experimental do Rio Urubu 

(CERU), município de Rio Preto da Eva - AM. No mesmo local, é mantido um dos 

Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) mais diversos existentes no continente 

americano (Figura 3), com mais de 50 ha divididos em dois BAGs, sendo 25 ha de 

Elaeis guineensis e 28,7 ha de E. oleifera (CAMILLO, 2012). Além da produção de 
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sementes comerciais, área experimental também é utilizada para a realização de testes 

de progênies e ensaios agronômicos de manejo e nutrição mineral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Banco Ativo de Germoplasma do gênero Elaeis (BAGDendê) da Embrapa 

Amazônia Ocidental, Rio Urubu, Município de Rio Preto da Eva, AM. Foto: Jonny 

Everson Scherwinski-Pereira. 

 

 A produção de sementes comerciais no Brasil iniciou apenas em 1992 pela 

Embrapa Amazônia Ocidental visando, sobretudo, atender a legislação que permite 

apenas a comercialização no mercado brasileiro, de cultivares registradas no RNC 

(Registro Nacional de Cultivares). Cunha et al. (2009) relata que atualmente existem 18 

cultivares registradas, sendo dezesseis híbridos intervarietais tenera e dois cultivares 

híbridos interespecíficos E. oleifera x E. guineensis (Figura 4). 

 Por ser uma palmeira e ter um único meristema, a propagação da palma de óleo 

não é possível por métodos convencionais como estaquia, sendo o gênero Elaeis 

reproduzido exclusivamente por sementes, as quais podem apresentar dormência, 

germinação lenta e, sobretudo, proporcionar plantas heterogêneas em razão da 

combinação de genitores por meios sexuados (PÁDUA, 2012, GOMES et al. 2015). 

Adicionalmente, o cultivo de variedades híbridas intraespecíficas, responsável 

pelas elevadas produtividades verificadas na dendeicultura internacional, tem como 

inconveniente uma estreita base genética, apesar da grande disponibilidade de recursos 

genéticos nas coleções de germoplasma dos programas de melhoramento genético 

(BARCELOS, 2000). 
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Figura 4. A) Planta adulta de E. oleifera (Kunth) Cortés; B) Planta adulta de E. 

guineensis Jacq.; C) Planta adulta do gênero Elaeis, obtida pelo cruzamento 

interespecífico entre E. oleífera e E. guineensis; D) Fruto de E. oleífera; E) Fruto de E. 

guineensis; F) fruto obtido pelo cruzamento de plantas entre as espécies E. oleífera e E. 

guineensis. Tanto a planta quanto os frutos obtidos através do cruzamento entre E. 

oleífera e E. guineensis apresentam características fenotípicas de ambas as espécies. 

Fotos: A: Plantsystematics; B, C, D, E e F: Jonny Everson Scherwinski-Pereira.  

 

As avaliações de híbridos interespecíficos (HIE) já realizadas demonstram que é 

possível desenvolver cultivares tão produtivas quanto as de palma de óleo tipo tenera, 

com taxa de crescimento vertical do estipe aproximadamente 1/3 inferior, resistentes ao 

amarelecimento fatal, e com melhor qualidade de óleo. A primeira cultivar híbrida 

interespecífica entre as espécies E. guineensis x E. oleifera foi lançada oficialmente pela 

Embrapa em 2010 (CUNHA et al. 2012). Porém, apesar dos HIE F1 apresentarem 

produtividade similar a das variedades atuais de palma de óleo, e já estarem sendo 

explorados comercialmente, eles são uma etapa intermediária do programa de 

melhoramento genético. Os HIE têm problemas de fertilidade: baixa produção e 

viabilidade de pólen e baixa atratividade das inflorescências para os insetos 

polinizadores, sendo necessária a realização da polinização assistida manual nos 

plantios comerciais, prática que onera e complica o sistema de produção. Nesse sentido, 

gerações de retrocruzamento estão sendo geradas e avaliadas para desenvolver 

genótipos que conduzam os genes originários de ambas as espécies e tenham a 

fertilidade restaurada.  
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Nas gerações iniciais de retrocruzamentos (RC1 e RC2) é observada ampla 

variação fenotípica, sendo observadas desde plantas improdutivas até plantas com 

produtividade comercial economicamente viável, embora inferior a das cultivares de 

palma de óleo. Contudo, nas gerações iniciais de retrocruzamentos a fertilidade já é 

restaurada, o que elimina o problema que os produtores têm com a polinização assistida, 

ao mesmo tempo em que são encontradas plantas que apresentam a resistência ao AF, 

principal ameaça aos produtores nacionais. Nessas primeiras gerações, a única 

alternativa para explorar essas plantas superiores para o cultivo comercial é por meio da 

clonagem, pois os cruzamentos resultam em elevada segregação. 

 Assim, devido à ampla segregação observada nas gerações iniciais de 

retrocruzamentos, as estratégias convencionais de avaliação de materiais demandam 

extensas áreas de plantio. Acrescenta-se o fato de que grande parte de plantas não 

possuem características de interesse, o que só é verificado na fase adulta. Uma das 

estratégias para desenvolver plantas mais férteis e produtivas, é selecionar aquelas com 

maior participação do genoma do genitor recorrente (GR). O GR geralmente é um 

genótipo com qualidades desejáveis, mas que ainda necessita da incorporação de uma 

ou algumas características as quais o melhoramento busca inserir a partir do genitor 

doador. O genitor doador é um genótipo selvagem ou mesmo comercial, que possui a 

característica de interesse a ser incorporada ao GR. Assim, o híbrido obtido é 

retrocruzado várias vezes com o GR para recuperar a mesma adaptação, produtividade e 

demais qualidades que este já possuía, acrescido da nova qualidade introduzida 

(BESPALHOK et al. 2011). No caso do dendezeiro africano, os genes de interesse do 

caiaué são mantidos, mas com a menor contribuição possível do genoma dessa espécie. 

Embora a recuperação média do genoma do GR seja de 50% a cada geração de 

retrocruzamento, existem plantas com maior proporção do genoma do GR e outras do 

genitor doador. Definir a exata contribuição do genoma das espécies não é possível 

pelos métodos de avaliação fenotípica, por isso, tem sido proposto o uso de marcadores 

moleculares para identificação de indivíduos geneticamente mais próximos ao GR em 

uma progênie de retrocruzamento (OLIVEIRA et al. 2008). 

 

2.5 GERMINAÇÃO IN VITRO DE EMBRIÕES ZIGÓTICOS  

 

A técnica de cultura de embriões zigóticos é conhecida desde o século XIX, 

sendo que depois de um longo período de progresso limitado, rapidamente desenvolveu 

depois de 1937, com significativas aplicações no melhoramento de plantas (COLLINS e 
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GROSSER, 1984). Bonnet foi o primeiro embriologista a excisar e cultivar embriões 

maturos de feijão em 1754. Hanning, em 1904, obteve com sucesso o crescimento de 

embriões de Raphanus sativus em um simples meio, e muito de seus resultados são 

válidos até hoje (MONNIER, 1995). 

A cultura de embriões tem sido empregada para descrever os processos de 

crescimento e desenvolvimento do embrião zigótico in vitro, independente da idade, 

tamanho e estádio de desenvolvimento em que o embrião foi excisado (HU e 

FERREIRA, 1998). 

Essa técnica, além de ter grande importância como um método alternativo para a 

rápida multiplicação vegetal, possibilita elucidar aspectos da fisiologia do 

desenvolvimento em condições in vitro, podendo ser utilizada como modelo para a 

otimização dos fatores para crescimento de plantas provenientes da micropropagação 

(TRIQUES et al. 1997), da mesma forma que fornece plantas em condições uniformes e 

estéreis para trabalhos de cultura de tecidos. Permite também, superar a dormência em 

certos tipos de sementes e, como ferramenta primordial para o melhoramento, resgatar 

embriões híbridos imaturos de cruzamentos incompatíveis, nos quais ocorrem barreiras 

sexuais na formação de sementes (MONNIER, 1995; HU e FERREIRA, 1998). 

No entanto, um importante aspecto da cultura de embriões é definir um meio de 

cultura que possa sustentar o seu crescimento e desenvolvimento (HU e FERREIRA, 

1998). Com isso, tem-se buscado alternativas quanto à composição dos meios nutritivos 

que se aproximem da composição do endosperma ou do saco embrionário e possibilitem 

o desenvolvimento dos embriões, independentemente do estádio em que se encontram 

(ANDREOLI, 1986). O meio de cultura adequado, tanto para a propagação quanto para 

a cultura de embriões, deve ser adaptado para cada espécie (SCHERWINSKI-PEREIRA 

et al. 2006). 

O meio de cultura é um dos aspectos mais importantes da cultura de embriões 

zigóticos, uma vez que, quanto mais imaturo for o embrião mais exigente este será em 

relação ao meio de cultura. Dessa maneira, a seleção do meio é necessária para sustentar 

o crescimento contínuo do embrião (MONNIER, 1995; HU e FERREIRA, 1998). Nesse 

sentido, Tabai (1992) utilizou a técnica de cultura de embriões em meio de cultura 

contendo sais de MS, reduzindo o tempo necessário para a obtenção de plantas. 
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2.6 A EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA 

 

Inúmeras justificativas têm sido reportadas ao uso de técnicas de cultura in vitro 

em palmeiras como uma prática auxiliar para estudos morfogenéticos e para acelerar 

programas de melhoramento genético. Todavia, os programas de melhoramento em 

palmeiras são demorados e complexos devido ao longo ciclo, hábito de crescimento e 

ausência de métodos convencionais de propagação vegetativa (FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998).  

A embriogênese somática é um processo pelo qual células somáticas se 

diferenciam em plantas completas seguindo estágios de citodiferenciação embriogênicos 

característicos (WILLIAMS e MAHESWARAN, 1986; EMONS, 1994). Embriogênese 

somática 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). Porém, esses termos são empregados 

preferencialmente quando tal processo ocorre in vivo. Segundo Ammirato (1983), a 

embriogênese somática 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, podem 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, em geral, por outros 

quatro estágios básicos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, dependendo da 

espécie trabalhada (TEIXEIRA et al. 1989; TITON et al. 2007) 

Dois padrões básicos de expressão da embriogênese somática ocorrem in vitro. 

O primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os embriões somáticos originam-se 

dos tecidos matrizes sem a formação de estádios intermediários de calo. O segundo 

padrão corresponde ao modelo indireto, no qual os embriões somáticos se formam a 

partir de um calo, que apresenta células em diferentes estádios de diferenciação e, 

consequentemente, com diferentes graus de determinação, as quais podem adquirir 

novas competências mediadas por mensageiros químicos específicos (SHARP et al. 

1980).  
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 De maneira geral, a taxa de embriogênese somática 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 

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 a). Neste sentido, a frequência e a qualidade dos embriões somáticos 

produzidos são de maneira geral os critérios mais importantes para a otimização de um 

protocolo de embriogênese somática. 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 embriogênese somática 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 disso, 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 com células haplóides. Mas a grande vantagem do uso de 

embriões somáticos para micropropagação 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 a), a embriogênese somática é preferida na 

rota regenerativa in vitro das palmeiras, pois esta via morfogênica pode aumentar o 

número de plantas regeneradas quando comparadas à organogênese. 

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%) (JIMÉNEZ, 2005).  

 Os reguladores de crescimento de plantas são substâncias que influenciam 

processos fisiológicos das plantas em concentrações muito baixas, sendo altamente 
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requeridos para a expressão da citodiferenciação e da morfogênese em sistemas in vitro 

(FRANKENBERGER, JR. e ARSHAD, 1995). 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 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).  

 A quase totalidade dos experimentos que apresentaram sucesso na propagação 

vegetativa in vitro em palma de óleo, utilizaram a embriogênese somática, partindo-se 

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

MARTIN, 1976; 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 

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 

exógenos, não importando em quais concentrações e combinações esses reguladores são 

utilizados (CARDIM, 2006). 

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). 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 na fase de multiplicação 

est«o na faixa de 2 a 5 ɛM para as auxinas e de 2 a 5 ɛM para as citocininas (GUPTA et 

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

de 25 
o
C. 

De acordo com Guerra et al. (1999), a fase de maturação de culturas 

embriogênicas consiste em interromper os ciclos repetitivos de divisão celular e 
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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 maturos, 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 etapa do cultivo para que se procure reconstituir ao 

máximo os mesmos durante a embriogênese somática in vitro. De acordo com o mesmo 

autor, o aumento da osmolaridade do meio de cultura na fase de maturação tem 

proporcionado melhoria nos resultados por estar relacionado com a transição do ciclo de 

divisão/diferenciação celular. Outros compostos como os agentes osmóticos polietileno 

glicol (PEG), mio-inositol, sorbitol, manitol e mais comumente a sacarose, podem ser 

úteis ao desenvolvimento dos embriões. O aumento da osmolaridade causado por estes 

compostos parece estar relacionado com a transição do ciclo de divisão/diferenciação. 

(GUERRA et al. 1999; PELEGRINI, 2012).  

Nos protocolos de embriogênese somática, a germinação dos embriões 

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

crescimento (MONTEIRO et al. 2017). Contudo, alguns trabalhos demonstraram que o 

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

desenvolvimento e, consequentemente, as taxas de germinação de ES em várias outras 

espécies de plantas (SILVA et al. 2015). 

 

2.7 REGENERAÇÃO DE PLANTAS A PARTIR DA TÉCNICA THIN CELL LAYER 

(TCL) 

 

A técnica Thin Cell Layer (TCL), ou Fina Camada Celular, consiste na 

utilização de explantes de um tamanho consideravelmente pequeno excisados a partir de 

diferentes partes da planta como caule, folhas, inflorescências, botão floral, cotilédones, 

hipocótilos e embriões (TRAN THANH VAN, 1980).  

Essa técnica foi desenvolvida para estudar, nos níveis celular, bioquímico e 

molecular, os mecanismos que controlam a morfogênese in vitro das dicotiledôneas 

(TRAN THANH VAN, 1973). Primeiramente foi utilizada em tabaco (Nicotiana 

tabacum L.) por Tran Thanh Van (1973) que cultivou cortes transversais de caule 

(tTCL) de diferentes partes da planta e obteve rapidamente a organogênese direta de 

botões florais, que se originaram da epiderme dos tTCLs, mostrando a eficiência da 

técnica na regeneração de órgãos de uma maneira rápida, a partir de diferentes regiões 

da planta e com uma pequena quantidade de material vegetal inicial. Mais tarde, esse 
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método ajudou a superar a regeneração recalcitrante em monocotiledôneas (JULLIEN e 

TRAN THANH VAN, 1994; PADILHA, 2013).  

Desde que a regeneração de órgãos específicos pôde eficazmente ser manipulada 

pela técnica Thin Cell Layer (TCL), o uso dos TCLs como explantes tem apresentado a 

vantagem de que as células tem maior contato com os nutrientes e reguladores vegetais 

presentes no meio de cultura do que os explantes inteiros (KIM  et al. 2009). Nos 

últimos anos, a técnica TCL vem sendo utilizada com sucesso em palmeiras, como 

Bactris gasipaes (STEINMACHER et al. 2007a) e Elaeis guineensis (SCHERWINSKI-

PEREIRA et al. 2010), iniciando as culturas com tTCLs foliares de plantas obtidas de 

germinação in vitro. 

 

2.8 ANÁLISE MORFO-ANATÔMICA  

 

A análise anatômica ou histológica permite o detalhamento dos eventos que 

ocorrem quando espécies vegetais são cultivadas in vitro. Estudos histológicos podem 

ser realizados para a verificação e confirmação do desenvolvimento das gemas 

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

definição da origem direta ou indireta para a formação de embriões somáticos 

(RODRIGUES et al. 2004). 

Na embriogênese somática, através dos estudos morfo-anatômicos é possível 

identificar as fases do desenvolvimento das células, tecidos e órgãos tem permitido a 

elucidação de uma série de fenômenos, entre eles, aqueles relacionados com a 

desdiferenciação das células, com a aquisição da competência embriogênica, com a 

ontogênese dos calos (SCHWENDIMAN et al. 1988; SILVA et al. 2011), bem como a 

maturação e o desenvolvimento de embriões (VIÑAS e JIMÉNEZ, 2011).  

 O estudo do desenvolvimento de células e tecidos, nas diferentes etapas do 

processo, também tem ajudado a aprimorar a eficiência dos protocolos de propagação 

clonal (SANÉ et al. 2006). Neste sentido, o acompanhamento e a identificação das 

estruturas presentes nos diferentes estágios durante a embriogênese somática, bem como 

os embriões zigóticos de palma de óleo, por meio de estudos anatômicos são 

necessários para o melhor entendimento dos processos morfogênicos e maximização de 

protocolos eficientes de clonagem da espécie. 
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2.9 MARCADORES MOLECULARES  

 

Até meados da década de 60, as análises genéticas eram realizadas com a 

utilização de marcadores morfológicos de fácil identificação no organismo e, 

geralmente, controlados por um único gene (OLIVEIRA et al. 2008). Nesse sentido, 

Ferreira e Grattapaglia (1998) afirmam que os marcadores moleculares surgiram devido 

à necessidade da detecção de polimorfismo genético diretamente no DNA.  

Marcadores moleculares consistem em fragmentos de DNA obtidos por 

ferramentas da biotecnologia moderna que, visualizadas geralmente em géis de 

eletroforese, servem como ferramenta para uma série de estudos genéticos em plantas 

(HOFFMAN e BARROSO, 2006). Milach (1998) descreve marcadores moleculares 

como características de DNA que diferenciam dois ou mais indivíduos e são herdados 

geneticamente.  

Qualquer forma alélica originária de um genoma pode ser empregada como 

marcador genético, podendo ser um dado fenotípico, uma proteína ou um fragmento de 

DNA que codifique ou não um gene, e que possua uma sequência repetida ou única no 

genoma. Muitos genes e sequências de DNA não codificadoras estão representados em 

uma espécie por duas ou mais formas alélicas diferentes, correspondentes ao mesmo 

loco cromossômico, o que caracteriza o fenômeno denominado polimorfismo genético 

(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Por conveniência, um loco é considerado 

polimórfico quando a frequência de seu alelo mais comum é igual ou inferior a 99% na 

população. Logo, teoricamente qualquer fragmento de DNA pode ser empregado como 

marcador molecular, desde que revele polimorfismo entre indivíduos (BORÉM e 

CAIXETA, 2009). 

Os marcadores de DNA são divididos em três categorias principais: os baseados 

em hibridização, os baseados em PCR (Reação em cadeia da Polimerase ï Polymerase 

Chain Reaction) e por fim, marcadores baseados em sequenciamento. Os marcadores 

também podem ser classificados de acordo com o tipo de herança alélica em dominantes 

e codominantes. Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar indivíduos 

homozigotos e heterozigotos, o que não é possível com marcadores dominantes, para os 

quais apenas é possível identificar a presença ou ausência de um determinado alelo. Esta 

característica é bem importante dependendo do objetivo do estudo; por exemplo, não é 

possível realizar análise de paternidade com marcador dominante (TURCHETTO-

ZOLET et al. 2017). 
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Nos programas de melhoramento, a predição de valores genéticos de indivíduos 

candidatos à seleção tem sido uma estratégia muito útil para obtenção de ganhos com a 

seleção, seja por meio de métodos que se baseiam em dados fenotípicos (PIEPHO et al. 

2008), seja por dados genotípicos como os marcadores moleculares (MOOSE e 

MUMM,  2008). Muitos estudos já destacaram a importância dos marcadores 

moleculares como ferramenta para predição de valores genéticos (WILLIAM et al. 

2007, MORAIS JR., 2013). 

Além de possibilitar a caracterização de germoplasma, os marcadores 

moleculares podem ser utilizados como ferramenta para estudos de diversidade genética 

entre indivíduos, dentro e entre populações ou espécies relacionadas, assim como para 

análise de filogenias, impressão digital de DNA, detecção de ligação gênica com 

caracteres mono e poligênicos, identificação de variedades, introgressão gênica, seleção 

indireta de caracteres agronômicos, dentre outros (SOUZA et al. 2008).  

Existem diversas razões para que os marcadores moleculares apresentem 

vantagens sobre os marcadores morfológicos convencionais. Em contrastes com 

caracteres morfológicos, os marcadores moleculares exibem neutralidade fenotípica, 

geralmente são herdados co-dominantemente, raramente exibem interações epistáticas 

ou pleiotrópicas, podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos 

(BRAMMER, 2000). 

Entre os marcadores moleculares que se baseiam na análise do DNA genômico, 

estão o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ou polimorfismo no 

comprimento de fragmentos de restrição, os Minissatélites ou VNTR (Variable Number 

Tanden Repeats), o RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), ou polimorfismo 

de DNA amplificados ao acaso, o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), ou sequências 

simples repetitivas internas, o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ou 

polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados, e os Microssatélites SSR 

(Simple Sequence Repeat) ou sequências simples repetidas (FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998). Todavia, esses marcadores moleculares apresentam várias 

diferenças em termos de custo, velocidade, quantidade de DNA necessária, trabalho 

técnico, nível de polimorfismo, precisão da distância genética estimada e o alcance 

estatístico dos testes (AITKEN et al. 2006, DINIZ, 2007)  

Para o estudo, utilizamos os marcadores moleculares ISSR e AFLP em 

indivíduos obtidos por embriogênese somática de retrocruzamentos interespecífico em 

palma de óleo. 
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2.9.1. MARCADORES ISSR 

 

Marcadores ISSR são marcadores moleculares baseados na amplificação por 

PCR de sequências de DNA localizadas entre regiões microssatélites, sem que haja a 

necessidade do sequenciamento do genoma em estudo. Regiões microssatélites são 

sequências repetitivas de DNA, com um a seis pares de bases, distribuídas lado a lado 

(NORDIANA et al. 2014, GOMES, 2016). Essas regiões repetitivas são frequentes 

tanto em procariotos quanto em eucariotos e também são comuns nos genomas 

nucleares e organelares (ZANE et al. 2002). Dada a sua natureza repetitiva, o tamanho 

do fragmento dos locos de SSR tende a aumentar ou diminuir devido ao escorregamento 

da DNA polimerase durante a replicação (slippage), bem como outros eventos 

mutagênicos tais como crossing over desigual e retrotransposição (SCHLÖTTERER e 

TAUTZ, 1992). Como consequência, esses locos têm altas taxas de mutação, variando 

de 1x10
-7

 a 1x10
-3

 mutações por loco por geração em eucariotos em geral 

(BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2006); entretanto, uma heterogeneidade complexa de 

eventos mutacionais é observada frequentemente em níveis de alelos, lócus e táxon 

(ZANELLA  et al. 2017). 

Além de apresentarem alto polimorfismo, os marcadores ISSR possuem diversas 

outras vantagens, entre elas destacam-se: o fato da técnica ser de fácil execução, não 

dependerem de equipamentos sofisticados e possuírem um baixo custo de realização. 

Além disso, os marcadores ISSR ainda apresentam uma boa reprodutibilidade, devido 

ao fato dos mesmos utilizarem primers relativamente longos, com 16 a 25 pares de 

bases, associados à utilização de temperaturas de anelamento elevadas. Ressalta-se 

ainda, o fato destes marcadores não necessitarem do desenvolvimento de primers 

específicos e serem aplicáveis a qualquer espécie, ou seja, serem primers universais 

(KUMAR et al. 2009).  

A capacidade de distinção entre indivíduos proximamente relacionados é 

também uma característica que faz deste tipo de marcador um dos mais utilizados em 

várias áreas da biologia molecular. As principais aplicações dos microssatélites são: 1) 

genética da conservação, por exemplo, a avaliação da estrutura e diversidade genética 

de populações naturais, bancos germoplasma in situ e ex situ, e populações de cativeiro; 

ecologia molecular e evolução; 2) aplicações forenses, como a identificação de 

indivíduos e teste de paternidade; 3) mapeamento genético, epidemiologia molecular e 

patologia (TURCHETTO-ZOLET et al. 2017). 
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Desde 1994, quando foram inicialmente descritos na literatura por Gupta et al. 

(1993), os marcadores ISSR vêm sendo utilizados com sucesso em diversos estudos de 

plantas, tais como: mapeamento genético, biologia evolutiva, diversidade genética de 

populações, filogenia, além da estimativa dos índices de variantes somaclonais em 

mudas produzidas pela cultura de tecidos (HAMZA et al. 2013; SOARES et al. 2016, 

GOMES, 2016). 

Análises de ISSRs estão presentes em diferentes áreas da genética molecular 

entre os mais diferentes organismos, e as perspectivas são de que a variação altamente 

polimórfica desses sítios continuará sendo utilizadas por muito tempo como uma 

importante ferramenta investigativa (ZANELLA et al. 2017). 

2.9.2. MARCADORES AFLP 

 

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght Polimorfism) se baseiam na 

amplificação seletiva, via PCR, de fragmentos de DNA genômico total gerados pela 

clivagem com enzimas de restrição (VOS et al. 1995), originando um número 

extremamente elevado de fragmentos que, em função da concentração, não são 

detectados em eletroforese. Pequenas seqüências de DNA (adaptadores) são acopladas 

às extremidades desses fragmentos de restrição, as quais se anelam com primers 

específicos, durante a PCR (pré-amplificação e amplificação seletiva). Os fragmentos 

gerados são então separados por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante 

(OLIVEIRA et al. 2005). 

A análise de AFLP, de acordo com FERREIRA e GRATTAPAGLIA (1998), 

consiste em quatro etapas. Na primeira etapa, o DNA genômico total do indivíduo é 

clivado com duas enzimas de restrição. Na segunda, adaptadores específicos são ligados 

aos terminais dos fragmentos genômicos gerados pela clivagem. Na terceira etapa, uma 

fração dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente via PCR, utilizando primers 

especificamente desenhados para reconhecer sequências nos adaptadores. Na quarta e 

última etapa, a subpopulação de fragmentos amplificados é separada em gel de alta 

resolução. 

As vantagens atribuídas à utilização dos marcadores AFLP são: o fato de 

possibilitarem a detecção de um grande número de locos, gerar e resolver grandes 

quantidades de fragmentos em um único gel, possuírem alta especificidade e boa 

reprodutibilidade, além de terem um alto poder discriminatório. Ressalta-se ainda, o fato 

destes marcadores moleculares, por meio da utilização de enzimas sensíveis a 
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metilação, possibilitarem também a distinção de sítios do DNA genômico submetidos 

ou não à metilação. Dessa maneira, esses marcadores além de permitirem a detecção de 

variações somaclonais genéticas possibilitam ainda a identificação de variantes 

somaclonais do tipo epigenéticas (KUMAR et al. 2009).  

Já a análise AFLP baseada na utilização de enzimas sensíveis a metilação, 

denominada também de MSAP (Methylation sensitive amplified polymorphism ou 

Amplificação de polimorfismo sensível a metilação), baseia-se na comparação de 

fragmentos de DNA gerados pela combinação da enzima de corte raro EcoRI com as 

enzimas de corte frequente MspI e HpaII, enzimas capazes de distinguir sequências 

metiladas de sequências não metiladas (RATHORE et al. 2015, GOMES, 2016). 

 Em palma de óleo (Elaeis spp.), Barcelos et al. (2001) observaram que AFLPs 

são capazes de detectar polimorfismo genético equivalente e maior divergência entre 

duas espécies do gênero Elaeis (E. guineensis e E. Oleífera) quando comparado a 

marcadores RFLP. Bem como verificaram que o número de marcadores polimórficos 

obtidos com apenas três primers AFLP foi da mesma ordem de grandeza que o número 

obtido com 37 análises RFLP, indicando dessa forma, que o AFLP é uma técnica 

confiável para estudos genéticos e de populações, capaz de fornecer uma maneira viável 

e rápida de caracterizar grandes coleções de recursos genéticos. 
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OTIMIZAÇÃO DA EMB RIOGÊNESE SOMÁTICA EM PALMA DE ÓLEO  

(Elaeis spp.) A PARTIR DE EMBRIÕES ZIGÓTICOS MAT UROS 

 

 

RESUMO 

 

Neste trabalho foi desenvolvido um sistema simples e eficiente para a indução de 

embriogênese somática e regeneração de plantas a partir de embriões zigóticos maturos 

de palma de óleo (Elaeis spp.). Calos embriogênicos (CE) foram induzidos a partir de 

embriões zigóticos maturos de palma de óleo em meio de Murashige e Skoog (MS) 

modificado, com o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ou picloram e em 

combinação ou não com carvão ativado. A maior percentagem de indução de CE (97,5 

%) foi obtida através da cultura de embriões zigóticos maturos no meio de MS 

modificado com 450 ɛM de picloram e 2,5 g.L
-1

 de carvão ativado. Os CE proliferaram 

facilmente em meios com concentrações reduzidas de picloram. Esses CE foram 

repicados em meio de MS suplementado com 12,3 ɛM 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,54 

ɛM de ácido naftalenoacético (ANA), com subculturas em intervalos de 4 semanas. Os 

embriões somáticos foram convertidos em plantas em meio MS modificado com macro 

e micronutrientes, suplementado com 20 g.L
-1

 de sacarose, 2,5 g.L
-1

 de carvão ativado e 

2,5 g.L
-1

 de Phytagel®. A análise detalhada revelou que morfohistologicamente a 

embriogênese somática seguiu uma via indireta. Calos primários foram observados após 

4-6 semanas de cultura que progrediram para CE em 12 semanas. Células 

embriogênicas exibiram um protoplasma denso, uma relação nucleoplásmica alta, e 

pequenos grãos de amido. Proembriões formados após 16-20 semanas de cultura e com 

sucessivas divisões celulares, pareceram ter uma origem multicelular. Embriões 

somáticos diferenciados apresentaram um haustório, uma plúmula, e a primeira e 

segunda bainhas foliares. Nesta fase, a protrusão radicular não foi aparente, pois isso 

ocorre geralmente após emersão das primeiras folhas verdadeiras. 

 

Palavras-chave: Calos embriogênicos, cultura de tecidos in vitro, embrião zigótico, 

micropropagação, ontogênese, morfogênese. 
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OPTIMIZATION OF  SOMATIC EMBRYOGENESIS IN OIL PALM ( Elaeis 

spp.) FROM MATURE ZYGOTIC EMBRYOS  

 

ABSTRACT 

 

We developed an efficient and simple system for inducing somatic embryogenesis and 

regenerating plantlets from mature zygotic embryos of oil palm. Embryogenic calli were 

induced from mature zygotic embryos of oil palm on modified Murashige and Skoog 

medium with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid or picloram, alone or in combination with 

activated charcoal. The greatest frequency of embryogenic callus induction (97.5%) was 

obtained by culturing mature zygotic embryos on callus induction medium with 450 ɛM 

picloram and 2.5 gL
ī1

 activated charcoal. Embryogenic calli proliferated on a medium 

with a reduced concentration of picloram. Embryogenic calli were then subcultured on a 

medium supplemented with 12.3 ɛM 2-isopentenyladenine and 0.54 ɛM 

naphthaleneacetic acid, with subcultures at 4-wk intervals. Somatic embryos were 

regenerated on a medium with Murashige and Skoog macro- and micronutrients at 

halfstrength concentrations supplemented with 20 gL
ī1

 sucrose, 2.5 gL
ī1

 activated 

charcoal, and 2.5 gL
ī1

 Phytagel. Detailed histological analysis revealed that somatic 

embryogenesis followed an indirect pathway. Primary calli were observed after 4ï6 wk 

of culture and progressed to embryogenic calli at 12 wk. Embryogenic cells exhibited 

dense protoplasm, a high nucleoplasmic ratio, and small starch grains. Proembryos, 

which seemed to have a multicellular origin, formed after 16ï20 wk of culture and 

successive cell divisions. Differentiated somatic embryos had a haustorium, a plumule, 

and the first and second foliar sheaths. In differentiated embryos, the radicular 

protrusion was not apparent because it generally does not appear until after the first true 

leaves emerge. 

 

Keywords: Elaeis guineensis, embryogenic calli, zygotic embryo, micropropagation, 

morphogenesis.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A palma de óleo (Elaeis spp.) é uma monocotiledônea oleaginosa, perene, 

predominantemente cultivada em regiões tropicais úmidas. A importância agronômica 

da palma de óleo é um resultado de sua alta capacidade de produção de óleo, atingindo 

entre 5 e 7 toneladas por hectare em ótimas condições, caracterizando-se, dessa forma, 

como a maior fonte de óleo entre as todas as espécies produtoras de óleo vegetal do 

mundo (RAJESH et al. 2003; LIN et al. 2009). 

No Brasil, as cultivares de palma de óleo utilizadas para o plantio comercial são 

principalmente dos genótipos tenera (as sementes apresentam a espessura do endocarpo 

inferior a 2 mm), obtidos a partir de cruzamentos entre dura (as sementes apresentam a 

espessura de endocarpo superior a 2 mm) e pisifera (os frutos possuem endocarpo e 

endosperma aderidos, não havendo uma separação direta entre o diásporo e a amêndoa). 

Os híbridos apresentam grande variabilidade na produção de óleo, com as melhores 

plantas rendendo 20-30% a mais do que a média. No entanto, o melhoramento genético 

convencional de palma de óleo, é extremamente lento e caro, pois o ciclo reprodutivo 

pode levar até 10 anos (LOW et al. 2008). 

Desde a introdução da palma de óleo na cultura de tecidos, na década de 1970, a 

propagação clonal provou ser útil não só na produção de materiais de plantios 

uniformes, mas também no desenvolvimento de programas de engenharia genética, 

pois, antes disso, não era possível realizar a propagação vegetativa em palma de óleo, 

devido ao fato de ela ter apenas um vértice vegetativo dominante e não produzir 

brotações ou gemas axilares. Através da cultura de tecidos, a produção de materiais 

uniformes para os programas de plantio passou a ser possível (LIN et al. 2009; LUIS et 

al. 2010; BEULÉ et al. 2011). De acordo com Jones (1974), o coeficiente de variação de 

rendimento nas plantações de palma de óleo é de 20-30% por se tratar de populações de 

híbridos intervarietais. Tal variação é devido às diferenças genéticas que poderiam ser 

evitadas se a palma de óleo fosse propagada por clonagem.  

 Além do potencial aumento de rendimento, a propagação clonal também tem a 

vantagem de que as características secundárias desejáveis, tais como, a redução da 

altura da planta e a qualidade superior do óleo, encontradas em determinados indivíduos 

da cultura, pudessem ser uniformemente expressas em todos eles (PARANJOTHY et al. 

1989). No entanto, existem vários fatores a considerar para garantir antecipadamente o 

sucesso, incluindo o tamanho do explante, a facilidade de esterilização, o grau de 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%AAndoa
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desenvolvimento do tecido, o estado fisiológico e nutricional do explante e o genótipo 

(FIUK e RYBCZYNSKI, 2008).  

 Explantes de embriões são convenientes porque os frutos do dendezeiro são 

facilmente disponíveis, possuem um elevado grau de uniformidade fisiológico e podem 

ser enviados a longas distâncias (TEIXEIRA et al. 1993; SCHERWINSKI-PEREIRA et 

al. 2012). Como resultado, a utilização de embriões facilita o estudo detalhado de vários 

fatores envolvidos no estabelecimento da cultura e indução embriogênica: 

considerando-se que vários tratamentos podem ser testados simultaneamente e 

resultados mais precisos podem ser obtidos. Por exemplo, o cultivo in vitro do palma de 

óleo apresenta problemas relacionados com a oxidação de compostos fenólicos. No 

entanto, estudos relatam que os efeitos do carvão ativado, que é amplamente utilizado 

na embriogênese somática de dendezeiro, são limitados. Assim, os protocolos básicos 

para o estabelecimento de culturas através da indução de calos a partir de embriões 

zigóticos de dendê poderia, eventualmente, ser útil também para tecidos somáticos 

maturos (SILVA et al. 2012). 

A embriogênese somática é um sistema ideal para o estudo de eventos 

morfológicos, fisiológicos, moleculares e bioquímicos que ocorrem durante o início e 

desenvolvimento da embriogênese em plantas superiores (QUIROZ-FIGUEROA et al. 

2006). Em plantas monocotiledôneas, a morfologia do desenvolvimento embrionário 

varia de acordo com as espécies (HARTMANN et al. 1997). Em dendezeiro, as 

informações detalhadas sobre as características morfológicas envolvidas na 

embriogênese somática a partir de embriões zigóticos são muito limitadas, no entanto, é 

uma ferramenta potencialmente importante como um marcador morfológico das 

diferentes etapas que ocorrem durante o processo de embriogênese das espécies (KIM et 

al. 2009).  

 No presente estudo, descrevemos um eficiente e simplificado sistema de 

indução à embriogênese somática a partir de embriões zigóticos maturos de um híbrido 

de dendezeiro. As alterações anatômicas durante a embriogênese somática são também 

descritas em detalhes. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 Os estudos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais 

(LCT-II) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em Brasília ï DF, 

Brasil. 

 A embriogênese somática em palma de óleo a partir de embriões zigóticos 

maturos foi dividida em quatro fases: indução de calos, multiplicação de calos, 

maturação de embriões somáticos e regeneração de plantas. As sementes maduras foram 

gentilmente cedidas pela Embrapa Amazônia Ocidental (estação de coleta do Rio 

Urubu), localizada em Rio Preto da Eva, Amazonas, Brasil. 

Embriões zigóticos de palma de óleo foram excisados a partir de sementes 

maduras do híbrido FACM-589, variedade tenera. Em câmara de fluxo laminar, as 

sementes foram esterilizadas pela imersão em álcool 70º GL durante 3 minutos, seguida 

de imersão por 40 minutos em solução de alvejante comercial a 100% (2 a 2,5% de 

cloro ativo), adicionado de uma gota de Tween-20 (Sigma, St. Louis, MO) para cada 

100 mL dessa solução. Posteriormente foram efetuados três enxagues com água 

destilada, deionizada e devidamente autoclavada para a remoção do alvejante. Para 

facilitar a retirada do embrião, as sementes foram imersas em água esterilizada durante 

24 h antes da excisão do embrião. Uma vez retirados sob fluxo laminar, com a ajuda de 

um bisturi, os embriões foram re-hidratados em água estéril durante 1-2 horas e 

estabelecidos em meio de cultura.  

 

 2.1 INDUÇÃO DE CALOS EMBRIOGÊNICOS 

 

A fase de indução de calos foi realizada em tubos de ensaio (25 mm de 

diâmetro) com 10 ml de meio de cultura. O meio de indução de calos (MIC) consistiu 

em meio MS modificado (MURASHIGE e SKOOG, 1962), com 20 g.L
-1 

de sacarose, 

acrescido ou não de 2,5 g.L
-1 

de carvão ativado.  

Neste experimento, os efeitos de 450 µM de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-

D) e picloram foram avaliados e comparados com os resultados obtidos por 

Scherwinski-Pereira et al. (2010). Os tratamentos consistiram de dez explantes por 

repetição. Durante todo o período de indução de calo, as culturas foram acondicionadas 

no escuro, em sala de crescimento, com temperatura de 25 ± 2 °C e, sub-cultivadas a 

cada 4 semanas no mesmo meio de cultura. A frequência de formação de calos 

granulares foi determinada pela contagem do número de embriões zigóticos maturos, 
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formação de calos em relação ao número total de embriões cultivados em meio de 

indução de calos e multiplicação do número por 100. Além disso, os comprimentos dos 

calos na sua maior parte e a percentagem de cobertura de explante por estruturas 

granulares embrionárias foram medidas para melhor caracterizar os tratamentos; todas 

as medições foram feitas usando o software 4.5 (MEDIA CYBERNETICS, 2001) 

Image-Pro Plus. A análise dos dados foi realizada utilizando o software Sanest, um 

programa de análise estatística de dados (ZONTA e MACHADO, 1984). 

 

 2.2 MULTIPLICAÇÃO E MANUTENÇÃO DE CALOS 
  

 Para a multiplicação de calos e manutenção, as culturas embriogênicas induzidas 

no meio de indução de calos foram transferidas para o meio MS modificado, com 20 

g.L
-1

 de sacarose, acrescido de 0,5 g.L
-1

 de glutamina, 0,5 g.L
-1

 de caseína hidrolisada, 

10 µM de 2-isopenteniladenine (2iP) e 40 µM de picloram ou 2,4-D, sem carvão.   

 Para cada cultura, o mesmo regulador de crescimento foi usado, como no meio 

de indução de calos. As culturas foram mantidas no escuro, em sala de crescimento, 

com temperatura de 25 ± 2 °C, por 90 dias, até serem transferidas para o meio de 

diferenciação.  

 

 2.3 DIFERENCIAÇÃO DE EMBRIÕES SOMÁTICOS  

 

 Para a diferenciação embrionária e maturação dos embriões somáticos, materiais 

nas fases de multiplicação e de manutenção foram cultivados em meio MS 

suplementado com 1 g.L
-1

  de glutamina, 12,3 µM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 0,54 

µM de ácido naftalenoacético (ANA). Para o desenvolvimento das plantas, calos 

contendo embriões diferenciados em fase de torpedo foram transferidos para o mesmo 

meio de MS modificado, com a metade da concentração de sais, sem reguladores de 

crescimento, acrescido de 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado. Nesta fase, 12 calos de cada 

tratamento, onde as auxinas foram combinadas com carvão ativado, foram escolhidos ao 

acaso e, os números de embriões somáticos em fase de torpedo foram avaliados ao 

longo de um período de 2 anos.  
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 2.4 REGENERAÇÃO DE EMBRIÕES SOMÁTICOS 

  

 Os embriões somáticos em fase de regeneração, formados a partir de 

aglomerados de calos, foram isolados e transferidos para tubos de ensaio (25 x 150 mm) 

contendo 10 mL de meio de MS modificado, com a metade da concentração de sais e 20 

g.L
-1

 de sacarose, sem reguladores de crescimento, acrescido de 1,5 g.L
-1

 de carvão 

ativado.  

Nesta fase, as culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura 

de 25 ± 2 ºC, fotoperíodo de 16 horas e radiação luminosa de 52 µmol.m
-2
.s

-1
 fornecida 

por lâmpadas LED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até 

estarem aptas para o enraizamento. 

 

 2.5 CARACTERÍSTICAS COMUNS DO CULTIVO IN VITRO DA PALMA 

DE ÓLEO 

 

Todos os meios utilizados no estudo foram geleificados com 2,5 g.L
-1

 de 

Phytagel (Sigma®) e o pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1, antes da adição do geleificante 

Phytagel (Sigma®). Os meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 min.  

 

 2.6 ENRAIZAMENTO DE PLANTAS  

  
Após a etapa de regeneração, as plantas desprovidas de raízes foram cultivadas 

em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de MS, com 30 g.L
-1

 de 

sacarose, suplementado de 53,7 ɛM de AIB (ácido indolbutírico) para a indução do 

enraizamento.  

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

ºC, fotoperíodo de 16 horas e radiação luminosa de 52 µmol.m
-2

.s
-1

 fornecida por 

lâmpadas LED (Philips® - Green Power 20W 60Hz), onde permaneceram até o 

surgimento de pelo menos duas raízes para, posteriormente, serem aclimatadas em casa 

de vegetação.  

 

 2.7 ACLIMATAÇÃO DAS PLANTAS 

 

 Para a aclimatação, as plantas regeneradas e enraizadas in vitro, que eram de 

aproximadamente 6-8 cm de altura com raízes desenvolvidas (ao menos duas raízes) 

foram removidas dos tubos de ensaio, lavadas abundantemente com água, e plantadas 

em estufa, em sacos plásticos contendo uma mistura de substrato comercial 

(Plantmax®) e areia (1:1 v/v). 
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 2.8 ANÁLISES MORFO-ANATÔMICAS  

 

 Para a análise morfo-anatômica, foram selecionadas amostras de embriões 

somáticos obtidos por embriogênese somática e cultivados in vitro. 

As amostras foram selecionadas e fixadas por um período mínimo de 24 horas 

em solução de paraformaldeído (4%, p/v), glutaraldeído (2%, v/v) e cacodilato de sódio 

0,05 M, pH 7,2 sob vácuo. Os tecidos fixados foram lentamente desidratados à 

temperatura ambiente em uma série crescente de etanol (30% a 100%), seguido de 

imersão em solução de etanol (100%): meio de infiltração (1:1 v/v) durante 12 horas. 

Em seguida, as amostras foram transferidas para meio de infiltração por 24 horas, ou até 

que as amostras ficassem translucidas e no fundo do recipiente. Para a infiltração e 

emblocagem, utilizou-se o kit Historesina® (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg). 

A polimerização foi feita à temperatura ambiente por 24 a 48 horas. 

Cortes seriados (7 a 10 µm) foram obtidos em micrótomo rotatório (Leica® 

RM2125RT), distendidos em chapa aquecedora a 45 ºC e aderidos às lâminas 

microscópicas. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina (1%) (OôBRIEN et al. 

1964) em solução salina tamponada com fosfato e ácido cítrico e, fixados em lâminas 

histológicas com resina sintética (Entellan). Os resultados foram registrados em 

fotomicroscópio Motic acoplado a um sistema digital de captura de imagens (Image-Pro 

Plus 4.5). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Após 150 dias de cultivo dos embriões zigóticos em meio de indução à 

embriogênese somática, verificou-se diferenças significativas entre os tipos de auxinas 

utilizadas e adição ou não de carvão ativado no meio de cultura (Figura 1). De maneira 

geral, o tratamento com Picloram proporcionou a formação média de calo granular 

embriogênico em 97,5% dos embriões zigóticos em cultivo, enquanto que com 2,4-D a 

média de formação de calos granulares embriogênicos foi inferior a 79,4% (Figura 1 A).  

Assim como observado para os tipos de auxinas, verificou-se que de maneira 

geral, a adição de carvão ativado no meio de cultura de indução foi determinante para 

que a taxa de formação de calo granular embriogênico fosse significativamente 

melhorada. Assim, independentemente do tipo de auxina utilizada, os tratamentos com 

carvão ativado proporcionaram uma taxa média de 88,4% de formação de calos 

granulares embriogênicos, a partir dos embriões zigóticos colocados em cultura, um 

valor significativamente superior ao meio de cultura onde o carvão ativado não foi 

adicionado, que foi de 32,7% (Figura 1 A). 

Para a variável comprimento dos calos em sua maior proporção (Figura 1 B) não 

foram observadas diferenças significativas quanto ao tipo de auxina utilizado. 

Diferenças significativas só foram observadas entre os tratamentos com ou sem carvão. 

Assim, verificou-se que o tratamento com carvão proporcionou calos granulares 

medindo na sua maior proporção 1,2 cm, enquanto que no tratamento sem carvão 

ativado, esta média foi de apenas 0,2 cm (Figura 1 B). 

Com relação à percentagem de recobrimento dos embriões por estruturas 

granulares embriogênicas (Figura 1 C), assim como observado na indução, verificou-se 

que o tratamento com Picloram foi o que proporcionou os melhores resultados. Com 

esta auxina, 71,6% dos calos estavam recobertos com estruturas granulares, contra 

41,8% quando se usou o 2,4-D.  

A adição de carvão ativado no meio de cultura também influenciou de forma 

positiva as médias, uma vez em meio com carvão a percentagem de recobrimento dos 

explantes por estruturas granulares foi de 84,1% enquanto que na ausência deste 

antioxidante, a média foi inferior a 29,2% (Figura 1 C). 
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Figura 1. Indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos maturos de 

palma de óleo. A) Frequência de indução de calos embriogênicos (%); B) 

Comprimentos dos calos em sua maior proporção (cm); C) Recobrimento dos explantes 

por estruturas granulares (%). 

A 

B 
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A utilização de embriões maturos e imaturos de E. guineensis como fonte de 

explante foi proposta por Teixeira (1993) pelas vantagens que tais embriões podem 

apresentar como possível utilização em larga escala, uniformização, facilidade de 

colheita, possibilidade de transporte em grandes distâncias e a proteção do embrião 

contra fungos e bactérias por parte dos frutos, resultando numa diminuição de 

contaminações. Adicionalmente, cita-se o fato de embriões zigóticos apresentarem uma 

elevada capacidade de expressar sua totipotência. Além disso, num programa de 

melhoramento genético, a clonagem a partir de embriões zigóticos torna-se de grande 

importância por poder acelerar ciclos de seleção da cultura, em especial nas gerações de 

retrocruzamentos, onde cada semente/embrião é considerado um indivíduo que podem 

ser mais bem avaliados em razão do aumento do número de indivíduos por repetição em 

experimentos em campo.  

O tipo de auxina adicionado ao meio de cultura exerce papel fundamental na 

competência embriogênica e para alguns autores o efeito benéfico do carvão ativado 

pode ser atribuído a sua capacidade de remoção de inibidores e da quantidade excessiva 

de reguladores de crescimento no meio de cultura que poderiam ser tóxicos aos cultivos 

(ADERKAS et al. 2002). A adsorção do excesso de auxina 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 afirmam que fica indefinida a 

concentração disponível de auxina 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% 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 450 ɛM para 

o pleno e satisfatório desenvolvimento das culturas embriogênicas. Quanto ao tipo de 

auxina testada, diversos autores relatam a utiliza­«o de auxinas ditas ñfortesò como o 

dicamba, 2,4-D e Picloram na indução de embriogênese somática em espécies 

agronômicas em concentrações que podem variar geralmente entre 0,1 e 500 µM 

(AKUTSU e SATO, 2002; KAUR e KOTHARI, 2004; PEREIRA et al. 2009). De 

acordo com George (1993), o Picloram pode ser usado para induzir e, ou, manter calos 

ou cultura de suspensão tanto em dicotiledôneas quanto em monocotiledôneas, ou para 

induzir a formação de calos embriogênicos, podendo, em alguns casos, ser mais efetivo 

que o 2,4-D. Esta auxina também induziu a competência embriogênica em pupunha 
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(VALVERDE et al. 1987), além de ter sido a auxina mais efetiva na embriogênese 

somática em arecanut palm (Areca catechu L.) (KARUN et al. 2004). Mais 

recentemente, Scherwinski-Pereira et al. (2010) demonstraram que o Picloram foi 

significativamente melhor que o 2,4-D na indução de calos embriogênicos em folhas 

imaturas de dendezeiro (thin cell layer technique). Isso sugere que essa auxina pode ser 

mais efetiva na indução da embriogênese somática em determinadas espécies, que 

outras auxinas utilizadas no processo, como as palmeiras, embora de modo geral, acima 

de 60% dos protocolos atuais de indução da embriogênese somática em 

monocotiledôneas utilizem o 2,4-D, e no caso das palmeiras, esta percentagem seja 

ainda maior (GUERRA e HANDRO, 1998; KARAMI e SAIDI, 2010), sendo seu uso 

nos trabalhos de dendezeiros quase que uma referência.  

Após 150 dias dos explantes na fase de indução de calos, calos embriogênicos 

evidenciados pelas análises histológicas, foram transferidos para o meio de cultura de 

MS modificado e suplementado com 40µM de Picloram, tendo sua primeira avaliação 

nesse meio de multiplicação aos 45 dias, sendo avaliados por um período de 90 dias 

(Figuras 2).   

Esta etapa teve como objetivo a proliferação e manutenção dos calos obtidos na 

fase anterior, visto que a redução dos níveis de auxinas de 450 µM para 40 µM foi 

crucial para o estabelecimento de ciclos repetitivos de divisão celular e repressão dos 

processos de diferenciação, proporcionando a multiplicação dos calos.  

Após 45 dias em meio de multiplicação, verificou-se um comportamento linear 

ascendente em relação ao crescimento e multiplicação dos calos multigranulares 

embriogênicos para o tratamento com Picloram, com uma tendência de aumento desse 

crescimento com o aumento no tempo de tratamento (Figura 2).  Após serem colocados 

em meio de multiplicação, o volume inicial dos calos que era de 2,2 cm
3
 em média, 

passou para 4,6 cm
3
, ou seja, um acréscimo de volume celular de cerca de 109% 

(Figuras 2 e 3). Porém, para o tratamento com 2,4 D, não houve ajuste significativo 

quando se estudou o crescimento dos embriões durante a fase de multiplicação. 

Assim, nesta fase foi possível observar o aumento dos calos embriogênicos com 

aspectos nodulares, compactos e de coloração amarelo-claro, caracterizando-se calos do 

tipo II, embora após 12 semanas de permanência dos calos nesse meio de cultura 

também tenha sido possível observar o início da formação de pequenas regiões 

apresentando calo friável de coloração branca e fracamente conectado ao resto do calo 

nodular embriogênico. 
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Figura 2. Crescimento dos calos multigranulares embriogênicos (cm
3
) de palma de óleo 

mantidos por 90 dias em meio de multiplicação com Picloram ou 2,4-D. Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Efeito das auxinas 2,4-D e Picloram na multiplicação de calos 

multigranulares embriogênicos de palma de óleo. A) Aspecto de calos multigranulares 

embriogênicos de palma de óleo aos 45 dias em meio de multiplicação; B) Calos 

multigranulares embriogênicos aos 60 dias em meio de multiplicação com a presença do 

meristema apical do embrião zigótico aderido (fonte de explante) (seta); C) Aumento 

em massa celular dos calos embriogênicos aos 75 dias; D) Aspecto do crescimento dos 

calos multigranulares embriogênicos aos 90 dias. Barras: A, B, D: 1 cm, 0,3 cm e 3 cm, 

respectivamente. 
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Michoux-Ferriere et al. (1992), trabalhando com Hevea brasiliense, afirmaram 

que nodulações presentes nos calos mostraram, através de posterior evolução serem 

unidades embriogênicas, identificadas como pró-embriões globulares de origem 

multicelular. Os calos embriogênicos a nível celular são compostos, em sua maioria, por 

células meristemáticas com dimensões relativamente pequenas e com citoplasma denso 

(TOMES, 1985). Em milho, estes calos são classificados como calos compactos ou do 

tipo I, como relatado em nosso trabalho, e calos friáveis ou do tipo II (ARMSTRONG e 

GREEN, 1985). 

Ao avaliar-se o ganho em massa celular de calos embriogênicos de dendezeiro 

em razão do tempo (Figura 4), observou-se que houve diferença significativa entre as 

médias dos tratamentos com baixas concentrações de Picloram e 2,4-D, pois a 

percentagem de massa celular com Picloram que era de 18% dos 45 aos 60 dias em 

meio de multiplicação, passou a obter ganho em massa celular de 109% aos 90 dias. 

Porém, para o tratamento com 2,4-D observou-se resultados de ganho de massa celular 

de 7,7% entre 45 e 60 dias em meio de multiplicação e, aos 90 dias, a percentagem de 

ganho de massa celular dos calos embriogênicos não ultrapassou a 50%. 

 

Figura 4. Ganho em massa celular de calos embriogênicos de palma de óleo mantidos 

por 90 dias em meio de multiplicação com Picloram ou 2,4-D. Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia. 
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Após esse período, os calos embriogênicos (Figura 5 H-I) foram então 

transferidos para o meio de cultura de MS modificado, suplementando com 0,6 µM de 

ANA e 12,30 µM de 2-iP para as fases de diferenciação e maturação. A passagem dos 

calos embriogênicos para esta etapa permitiu observar entre 12 ï 24 semanas a 

diferenciação de embriões somáticos, progredindo ao estágio de torpedo, caracterizados 

pelo alongamento do cotilédone, e embriões maturos, com características bipolares 

(Figura 5 J). Uma vez com estas características, os clusters formados por aglomerados 

de embriões somáticos diferenciados foram transferidos para novo meio de cultura de 

MS modificado, desta vez livre de reguladores de crescimento e acrescido de carvão 

ativado para a germinação dos embriões somáticos diferenciados em plantas, 

evidenciado pela emergência da bainha foliar (Figura 5 K). 

Neste trabalho, as plantas formadas a partir dos agregados de embriões 

somáticos foram sendo individualizadas de acordo com sua diferenciação, ou seja, pela 

formação de brotos e diferenciação das folhas do embrião somático, sendo transferidos 

individualmente para novo meio de cultura de MS modificado e desprovido de 

reguladores de crescimento para completo desenvolvimento (Figura 5 L). É importante 

relatar também que o isolamento dos embriões somáticos regenerados somente após sua 

diferenciação é uma prática importante por permitir uma continua proliferação e 

diferenciação de plantas a partir dos clusters de embriões somáticos formados, 

sugerindo ser esse o caminho para a obtenção de plantas em larga escala da espécie. 

Apesar de muitos trabalhos em dendezeiros relatar a necessidade de enraizamento dos 

brotos regenerados (KONAN et al. 2010), neste trabalho, os resultados apontam que a 

simples manutenção dos brotos originários dos embriões somáticos individualizados foi 

suficiente para promover o enraizamento, após 8-24 semanas nesse meio de cultura 

(sem reguladores de crescimento), período necessário para as plantas atingirem um 

crescimento suficiente para a aclimatação em estufa e, posteriormente, aclimatação em 

casa de vegetação (Figura 5 M-N). Após a aclimatação, plantas clonadas de dendezeiro 

foram plantadas em uma área de exposição, na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia ï Embrapa Cenargen (Figura 5 O).  

 O efeito das citocininas na embriogênese somática de palmeiras ainda não é 

completamente entendido, quando comparada aos efeitos das auxinas na indução de 

calos. No entanto, resultados contraditórios na literatura têm mostrado as diferentes 

funções das citocininas na embriogênese somática de palmeiras, como os relatos de 

Guerra e Handro (1998) que citam a melhoria das taxas de indução da embriogênese 
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somática em Euterpe edulis com o uso de citocininas no meio de indução de calos, 

embora Steinmacher et al. (2007) não tenha observado nenhuma melhoria na eficiência 

da indução da embriogênese somática em pupunha quando o 2iP foi adicionado ao meio 

de indução. Em outros casos, o aumento das concentrações de citocininas em 

determinadas etapas da embriogênese de palmeiras pode acelerar a oxidação e 

escurecimento dos tecidos em cultivo (SARASAN et al. 2002). Já em dendezeiro, 

Aberlenc-Bertossi et al. (1999) relatam que a adição de BAP parece ser essencial para a 

melhorar a germinação de embriões somáticos de culturas em suspensão de dendezeiro, 

embora resultados obtidos por Scherwinski-Pereira et al. (2010) mostrem que o uso de 

citocininas em fases mais avançadas seja importante para a completa diferenciação 

bipolar dos embriões somáticos, sendo recomendável seu uso ainda na fase de 

diferenciação e maturação dos embriões somáticos dessa espécie. No entanto, embora 

seja desconhecido para outras palmeiras, o uso de citocininas nas diferentes etapas da 

embriogênese somática em dendezeiro parece ser de uso restrito, em especial na 

regeneração, uma vez que este regulador tem sido indicado como um dos possíveis 

fatores que poderiam estar ligados nos problemas de floração anormal da espécie 

(mantled), sendo, portanto necessário o completo acompanhamento das plantas 

regeneradas em condições de campo.  
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Figura 5. Estágios morfológicos da indução de calos embriogênicos em dendezeiro a 

partir de embriões zigóticos. A) Embrião zigótico de dendezeiro utilizado como fonte de 

explante; B-E) Diferenciação dos embriões zigóticos a partir do desenvolvimento do 

calo primário na região distal dos explantes; F-G) Aspecto de calos primários com 

início de formação de estruturas multigranulares embriogênicas recobrindo o explante, 

após cerca de 20 semanas de cultivo em meio de indução; H-I) Aspecto dos calos, após 

doze semanas em meio de multiplicação; J) Embriões somáticos; K) Regeneração de 

plantas; L) Individualização de plantas regeneradas; M) Aclimatação de plantas 

regeneradas em estufa; N) Plantas regeneradas aclimatadas em casa de vegetação; O) 

Plantas de palma de óleo em campo, na Embrapa Cenargen. Barras (A-E) 0,3 cm; (F-J) 

0,5 cm; (K-L) 1,5 cm. 
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4. ANÁLISES MORFO -ANATÔMICAS  

 

As análises morfo-anatômicas evidenciaram que após cerca de 20 semanas de 

cultivo, os explantes apresentavam calos com aspecto nodular. Na parte mais interna do 

calo, observaram-se regiões com intensas divisões celulares que resultaram em massas 

embriogênicas com células pequenas, isodiamétricas, de citoplasma denso, núcleo 

volumoso caracterizando células meristemáticas (Figura 6 A). A partir do 

desenvolvimento da massa embriogênica, observou-se a formação de agrupamentos de 

células caracterizados como pró-embriões (Figura 6 C) e posteriormente, embriões com 

células em arranjo esférico caracterizando embriões somáticos em estágio globular 

inicial de origem multicelular (Figura 6 D). De acordo com Williams e Maheswaran 

(1986), embriões de origem multicelular apresentam-se fusionados ao tecido de origem, 

possuem protoderme comum e originaram de calos nodulares constituídos por massas 

embriogênicas levando a formação de embriões globulares. Saénz et al. (2006) também 

observaram que embriões somáticos de Cocos nucifera apresentaram origem 

multicelular, formados a partir de calos nodulares. Nestes locais, também foi possível 

observar embriões em fase globular mais avançada (Figura 6 E), apresentando células 

com núcleo proeminente contendo de um a três nucléolos. Estes embriões 

apresentavam-se individualizados por um aparente espessamento de parede, causado 

possivelmente pela dissolução da lamela média. O espessamento de parede ao redor dos 

embriões também foi verificado por Sané et al. (2006) na indução de embriogênese 

somática em calos de Phoenix dactylifera. 

Na região externa do calo e próximo aos locais com intensas divisões celulares 

verificaram-se células grandes contendo amido evidenciado pela coloração marrom 

(Figura 6 B). Os grãos de amido se acumularam principalmente nas células próximas 

aos centros de intensa divisão celular, especialmente naquelas com citoplasma menos 

denso, enquanto que nas células com divisão intensa e os pró-embriões não 

apresentaram grãos de amido.  

 O acúmulo de amido, seja nas células embriogênicas ou em células adjacentes 

do explante, parece ser um fenômeno ligado à aquisição de competência embriogênica. 

Kanchanapoom e Domyoas (1999) também detectaram a acumulação de amido nos 

calos e nos embrióides bipolares de E. guineensis, indicando que o amido acompanha a 

formação de embriões somáticos. Adicionalmente, o amido em células embriogênicas 

de calos de Gentiana punctata L. foi relacionada com fonte de energia para a intensa 








































































































































