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PROPAGACÃO DA PALMEIRA MACAúBA Acrocomia aculeata 

(JACQ.) LODDIGES, ATRAVÉS DE MÉTODOS "IN VITRO" 

Autol'a: Sandl'a Aparecida Taba! 

Ol'ientadol': Pl'oÍ. DI'. Otto Jesu Cl'ocomo 

RESUMO 

A propagação da macaúba é :feita 

exclusivament.e at.ravés de sement.es, as quais t.êm perí odo de 

dormência de at.é 4 anos. Apesar dos maciços povoament.os 

nat.urais de macaúba em regiões do t.errit.ório brasileiro e da 

alt.a produt.ividade est.imada, a sua dormência e out.ros 

:fat.ores como alt.a heterogeneidade, ausência de informações 

:fisiológicas e bioquímica envolvendo est.a espécie, 

det.erminam um avanço muit.o lent.o na sua propagação e 

consequentement.e na sua produção. 

Neste cont.ext.o o t.rabalho t.eve como ob jet.i vo 

est.udar os problemas relacionados com a propagação dest.a 

palmeira e o seu pot.encial morí'ogenét.ico na expressão da 

embriogênese somá t.ica. 

At.ravés da cult.ura de embriões "in vit.ro" o 

t.empo de germinação :foi reduzido, possibilit.ando a obt.enção 

de plânt.ulas após 16 semanas da inoculação. Em est.udo :fisio­

lógico do cresciment.o e desenvolviment.o veri:ficou-se que al­

t.a concent.ração de nit.rogênio causa redução nas massas de 

mat.éria :fresca e seca quando comparada com meio de cult.ura 
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contendo concentrações de nitrogênio correspondentes à 50 e 

25% da formulação completa de MS. Observou-se que ausência 

de nitrato afeta gernrlnação e que a presença conjunta de No-
3 

e NH+ em concentrações correspondente à 50 e 25% presentes .... 

no MS são favoráveis para germinação e desenvolvimento de 

plântulas. A utilização de embriões oriundos de frutos madu-

ros e imaturos como explantes evidenciaram que os fatores 

que causam dormência em macaúba surgem possivelmente durante 

a maturação do fruto. 

Para obtenção de calos. objetivando a produção de 

mudas através da embriogênese somática.. embriões zigóticos 

oriundos de frutos maduros e imaturos foram utilizados como 

explante. Foram também utilizados embriões pré-germinados 

inoculados inteiros ou somente parte deste contendo região 

do pecíolo cotiledonar. Embriões de frutos maduros 

comportaram-se melhores como fonte de explant.e. 

A manifestação do pot.encial morfogenét.ico dos ca-

los desenvolvidos em meio contendo 2,4-D mostraram que essa 

auxina filt.rada, em baixas concent.rações {até 43 .• 5 mg/D in-

duziu calos e quando aut.oclavado em concent.rações de at.é 90 

mg/l, foi insuficiente na indução de calos. Esta observação 

evidencia que ocorreu degradação de part.e dest.a auxina pela 

autoclavagem e/ou maior adsorção pelo carvão ativado. Mesmo 

a ut.iliza.ção de concent.rações elevadas de 2,4-D {at.é 600 

mg/D não favoreceram a formação de calos com 

caracterí sticas embriogênicas. 

Na indução e desenvolvimento de calos ut.ilizando 
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picloram observou-se a rormação de calos com caract.erí st.icas 

embriogênicas. Na t.ent.at.iva de aument.ar a manirest.ação do 

pot.encial embriogênico est.udou-se o ereit.o da concent.ração 

de cálcio no meio de cult.ura cont.endo picloram. Observou-se 

que ní veis menores de cálcio, correspondent.e a 25 e 50% do 

MS são mais eret.ivos para indução de calos com 

caract.erí st.icas embriogênicas. Est.udos hist.ológicos conrir-

maram o pot.encial morrogenét.ico, evidenciando algumas est.ru­

t.uras com caract.erí st.icas embriogênicas, apont.ando o uso do 

picloram com grande pot.encial para indução da embriogênese 

somá t.ica em macaúba. 



"IN VITRO" PROPAGATION OF MACAUBA PALM 

Acrocomia aculeata CJACQ.) LODDIGES. 

xx. 

Aut.hor: Sandra Aparecida Tabai 

Adviser: ProC. Dr. Ot.t.o Jesu Crocomo 

SUMMARY 

The propagat.ion of macauba has exclusively 

been done by using seeds .• which show a dormancy t.ime of up 

t.o 4 years. In despi t.e of large nat.ural populat.ion of 

macauba on t.he Brazilian lands and t.he high yield; t.he 

dormancy, t.he high het.erogeneit.y of t.he plant.s populat.ion 

and t.he lack of physiological and biochemical infor-mat.ion 

relat.ed t.o t.his palm species have det.ermined a ver-y slow 

improvement. 

pr-oduct.i vi t. y. 

in it.s propagat.ion pr-ocedures and in it.s 

In t.his cont.ext., t.he object.ive of t.his wor-k 

was t.o st.udy t.he problems concer-ned wit.h t.he propagat.ion and 

t.he morphogenet.ical pot.ent.ial t.oward planto regenerat.ion "in 

vit.ro". 

By using embr-yo cult.ure "in vit.ro" t.he ger-mi­

nat.ion t.ime was reduced drast.ically being possible t.o obt.ain 

macauba seedling 16 weeks aft.er inoculat.ion. In t.he seedling 

growt.h physiology and development. st.udies it. was observed 

t.hat. gr-owt.h medium wit.h high nit.rogen cont.ent. caused 
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decrease on t.he fresh and dry weight. compared wit.h medium 

cont.aining nit.rogen concent.rat.ion of 50% and 25% of t.he 

nit.rogen in t.he original MS formulat.ion. Nit.rat.e absence in 

t.he medium was observed t.o affect. t.he germinat.ion of t.he 

embryo and i t.s presence together wi t.h NH + at. concent.rat.ion of 
4. 

50% and 25% of t.hose in t.he original MS formulat.ion 

respect.ively, favored t.he germinat.ion and t.he growt.h of t.he 

seedlings. Germinat.ion experiment.s ut.ilizing embryos from 

mat.ure and from imat.ure fruit. showed evidences t.hat. t.he 

fact.ors causing dormancy in macauba seeds develop during 01' 

aft.er Iruit. mat.urat.ion. 

Embryos Irom mat.ure, imat.ure fruit.s, pre-

germinat.ed embryos and region of t.he embryo cont.aining only 

t.he cotyledonal pet.iole were used as explant. mat.erial for 

callus and embryogenese induct.ion. Embryos Irom mat.ure 

Iruit.s provided t.he best result.s. 

The expression OI t.he morphogenet.ical pot.en-

t.ial OI t.he callus induced in aut.oclaved medium containing 

2,4-D compared wit.h medium cont.aining Iilt.rat.ed 

indi-cated a degrading efIect. OI t.he aut.oclavat.ion on t.he 

2,4-D, causing a low efficiency of it. when concent.rat.ions 

lower t.han 90 mg/lit. were used. When 2,4-D was Iilt.rat.ed, 

concent.rat.ion as low as 43 mg/li t. was sufficient. t.o induce 

callus. However t.he callus obt.ained, even when concent.rat.ion 

OI 600 mg/lit. was used, neveI' showed embriogenic 

charact.eristics. 

On t.he other hand, the use of Picloram 
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(2,4,5-t.rich1oropropionic acid) as auxin SOUI"'ce it. induced a 

callus format.ion showing embryogenic performance. Leveis of 

Ca
2

+ of 25% and 50% of t.hat. in t.he original MS medium 

improved t.he expression of t.he embryogenic pot.ent.ial. 

Hyst.ological st.udies of t.he obt.ained 

embryogenic aggregat.ions confirmed t.he embryogenic nat.ure of 

t.he callus and suggest.ed t.he use of Picloram as best. auxina 

t.o carry out. morphogenet.ical st.udies wi t.h macauba. 
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1. INTRODUÇÃO 

A macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq) 

Loddiges) é uma palmeira neot.ropical com dist.ribuição em 

quase t.odas as regiões do t.errit.ório brasileiro. Dent.ro do 

gênero Acrocomia ela é a de maior dispersão no nosso país, 

const.it.uindo-se na espécie mais t.í pica de Minas Gerais. 

O valor econômico represent.ado pela macaúba 

pode ser avaliado em função das amplas possibilidades de seu 

aproveit.ament.o como produt.ora de aliment.o para o homem e 

animais, bem como de mat.éria prima para indúst.ria. 

O frut.o da macaúba é o produt.o economicament.e 

de maior import.ância. Tant.o o óleo da polpa como o das 

amêndoas apresent.am int.eresse para a indúst.ria farmaceút.ica 

e de cosmét.ico, bem como para o set.or energét.ico. 

As perspect.i vas de aument.o de rendiment.o do 

óleo foram est.imadas por WANDECK e JUSTO (1982), podendo ser 

superior a 6 t.oneladas/ha de óleo. Mais recent.ement.e CORADIN 

e LLERAS (198ó), relat.aram que em algumas populações nat.ivas 

amost.radas foi permit.ido est.imar uma produt.ividade de 10 

t.oneladas/ha. Ent.re as oleaginosas a macaúba se dest.aca pela 

alt.a produt.i vidade est.imada, principalment.e quando comparada 

com cult.uras de ciclo curt.o , como a soja que apresent.a uma 
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est.imat.iva de produção de 0~50 a 0,66 t.oneladas/ ha de óleo 

(BATISTA, 1980), o que represent.a 10 vezes menos do que a 

produção de óleo da macaúba. 

Pro~ramas visando a domest.icação desse ~ênero 

podem efet.i vament.e consa~rar a macaúba ent.re as olea~inosas 

mais promissoras economicament.e. 

A sua propa~ação é realizada por sement.es.. as 

quais t.em um perí odo de dormência de at.é 4 anos, sendo que a 

árvore começa a produzir f"rut.os ent.re 5 a 6 anos de idade. 

Esse fat.or det.ermina drást.ico at.raso na propa~ação e na 

produção agrí cola. 

Nest.e sent.ido, o, desenvolviment.o de 

t.ecnolo~ia para racionalizar e re~ularizar a produção de 

mudas permi t.iria o avanço da cult.ura com melhor 

aproveit.ament.o do seu pot.encial agronômico. 

Para viabilizar esse aspect.o , a t.écnica de 

cult.i vo in vitro apresent.a-se como uma alt.ernat.i va para a 

redução do período de ~ernúnação da sement.e at.ravés da cul­

t.ura de embriões zi~ót.icos. O desenvolviment.o de prot.ocolo 

para propagação rápida, obt.ida seja at.ravés da embriogênese 

somát.ica e/ou da organogênese, possibilit.ando a obt.enção de 

populações de plant.as ~enet.icament.e uniformes, se const.it.ui 

em out.ra alt.ernat.iva racional para est.a cult.ura. 

Assim, além da re~ularização da produção de 

mudas por cult.ura de embriões.. propõe-se ainda a realização 

de est.udos dos fenômenos que ocorrem durant.e a morfo~ênese 

in vitro. 
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Esses es~udos pernrl~em a compreensão dos a~é 

a~ora pouco conhecidos aspec~os dos processos de 

crescimen~o , diferenciação e morfo~ênese de palmeiras, 

necessários para se con~rolar in vitro e pos~eriormen~e in 

vivo os mecanismos bioquí micos e fisioló~icos responsáveis 

pelo seu crescimen~o e produt.i vidade. 

Nes~e cont.ext.o, o presen~e ~rabalho ~em por 

obje~ivo procurar en~ender e con~ornar os problemas relacio­

nados com a propa~ação da macaúba a~ravés da aborda~em bio­

~écnoló~ica, principalmen~e o con~role da germinação e a in­

dução da embriogênese somá~ica e sua expressão. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Considerações gerais. 

Atualmente são conhecidos cerca de 230 

~êneros e 2650 espécies de palmeiras. A maioria destas 

palmeiras são utilizadas ornamentalmente, entretanto três 

espécies tem causado impacto internacional quanto ao que 

delas se pode extrair: Elaeis ~ineensis Jacq <dendê), 

Cocos nucifera L. (coco) e Phoenix dactylifera. <tâmara). As 

duas primeiras são importantes :fontes de óleo comestí vel e a 

últ.ima é :fonte de carboidrat.os (REYNOLDS, 1982). 

Durante a última década t.em sur~ido um 

crescent.e int.eresse em plantas olea€inosas devido, em part.e, 

a demanda por óleos ve€et.ais para consumo humano e mais 

recentemente como :fonte alt.ernativa renovável de ener~ia 

(LLERAS, 1985). 

Embora as palmeiras possam se constituir em 

:font.es mais promissoras de óleos ve€et.ais, até o presente só 

duas espécies foram domest.icadas para este fim: o dendê (E. 

cuineensis) e o coco CC. nucifera). 

Na América do Sul ocorre a maior concent.ração 
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de espécies de palmeiras, cerca de 1200 espécies das quais 

500 são nat.ivas do Brasil (MARKEY,195ó), sendo algumas 

apont.adas por TISSERAT (1984); SoNDAHL 8: TEIXEIRA (1991) com 

grande pot.encial para agricult.ura. Dent.re elas se dest.aca a 

macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Loddiges) (Tabela 1). 

O gênero Acrocomia que engloba cerca de duas 

dezenas de espécies com dist.ribuição na América Lat.ina es­

t.endendo-se do México a Argent.ina, ocorrendo principalment.e 

nas Ant.ilhas, Cost.a Rica e Paraguai, sendo const.at.ada em 

qtiase t.odas as regiões do t.errit.ório brasileiro. Dent.ro des­

t.e gênero est.á a Acrocomia aculeata (Jacq.) Loddiges que é a 

palmeira de maior dispersão no nosso pais, const.it.uindo-se 

na espécie t.í pica de Minas Gerais. Est.e gênero foi estabele­

cido em 1824 por MARTIUS como Acrocomia S'clerocarpa. atual­

ment.e A. aculeata (Jacq.) Loddiges ex Mart..(ALVES, 1987). 

O valor econômico represent.ado pela macaúba 

pode ser avaliado em função das amplas possibilidades de seu 

aproveitament.o int.egral (NOVAES, 1952). 

O fruto da macaúba é o produt.o economicamente 

de maior importância dessa palmeira. Tanto o óleo da polpa 

como o das amêndoas apresentam int.eresse para indúst.ria 

farmacêutica e de cosmét.icos, bem como para o set.or 

energét.ico. Esse óleo t.em bom mercado na indústria de 

sabões, podendo ambos, no ent.anto, serem usados para consumo 

humano, desde que haja seleção de frutos, recém colhidos e 

não deteriorados. O farelo da amêndoa, subproduto da 

extração do óleo, t.em considerável valor nutritivo pelo seu 



6 

Tabela 1. Espécies de palmeiras não exploradas e com alto 

potencial para agricultura. 

PALMEIRAS 

4crocomia 
aCLlleata L. 

4strocaryLlm 
tLlcLlma Mart. 

Bactris 
gasipaees 
H.B.K. 

Hyphaene 
natalensis 

l'1anicaria 
sacci fera 
Gaert. 

l'1aLlritia 
vini fera 
Mart. 

Habitat 

Brasil 
reg. central 

Amazônia 

América 
Central 

África 
do Sul 

Amazônia 

Amazônia 

SygrLls Amazônia 
coronata 
(Mart.) Becc 

Elaeis Amazônia 
oleifera 
(H.B.K. ) 
Cortes 

Produtos 

óleo industrial 
fibra, carvão 

fibra, óleo 
vegetal 

palmito, fruto, 
óleo 

fonte de fibra 

fibra, óleo 

óleo 

fonte de cera 
via folha 

óleo 

Ref'erências 

Lleras, 1985 

SChultes, 
1977 

Kitzke & 
Johnson, 
1975 

Moll, 1972 

Balick, 1979 

Ba 1 i ck, 1979 

Kitzke & 
Johnson, 
1975 

Balick, 1979 

Fontes: TISSERAT (1984); SONDAHL & TEIXEIRA (1991) 
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alt.o t.eor de proteí na, o que leva ao seu empre~o como 

componente de rações animais balanceadas. O endocarpo duro 

tem sido empregado, in natura, como insumo energético nas 

re~iões de maior ocorrência da macaúba, para uso doméstico 

ou em escala industrial para a produção de carvão (BRASIL, 

1985). 

A medicina popular utiliza o óleo extraí do da 

amêndoa como calmante e para nevral~ias (dores de cabeça) 

(ROCHA, 1946). 

ARKCOOL (1988), incluiu a macaúba como uma 

lonte potencial de ácido laúrico. O ácido laúrico e seus de­

rivados tem muitas aplicações nas indústrias alimentí cia e 

quí mica. Além do seu mercado nas indúst..rias de cosméticos e 

larmacêutica. 

O óleo da macaúba destaca-se como fonte 

alt..ernati va de energia, como a produção da mist.ura 

combustí vel, como substit.ut.o do óleo diesel (BRASIL, 1985; 

TEIXEIRA, 1985). 

LLERAS (1985), enfatizou a necessidade de se 

desenvolver estraté~ias para a domesticação desta espécie, 

devido a alta variabilidade genética dentro e entre 

populações principalmente no que se refere a precocidade de 

lloração e frutificação assim como ocorrência de material de 

alt.o rendimento nas populações nativas. Até o presente não 

há culturas racionais e orient.adas da macaúba. Port.anto, 

todas as considerações em torno dest.a palmeira foram 

baseadas sobre as culturas nativas. 
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DUKE (1986), relaciona a produção de óleo de 

dendê e soja, estimando que a produção de óleo de dendê pode 

che~ar a ser 10 vezes maior do que a de soja. Além disso, 

mui tas espécies de palmeiras podem produzir óleos com carac-

terísticas mais dese já veis do que o dendê. Assim como 

CORADIN 8: LLERAS (1986), evidenciaram que não só o dendê po-

de che~ar a ser opção viável na produção de óleo, mas desta-

ca a macaúba com uma produtividade excepcionalmente alta, 

podendo atin~ir 10 toneladas/ ha de óleo (Tabela 2.). 

Tabela 2 Eficiência da produção de óleo entre espécies oleaginosas. 

Espécies 

maeaúba* 

dendê 

coco 

soja 

Área Necessária 
para Produção de 
1 ton de Óleo (ha) 

0,1 

0,14 

0,4 

1,4 

Fonte: SÕNDAL & TEIXEIRA, 1991; 

'" CORADIN & LLERAS, 1986 

Eficiência 
Relativa 

10,0 

10,0 

3,5 

1,0(a) 

Conteúdo de 
'" Oleo Semente 

(%) 

25 

50 

60 

18 

Produção 
Semente 
(KgIha) 

40.000 

35.000 

4.000 

4.000 

(a) baseando-se que a produtividade de soja seja 4000 kglha considerou-se uma eficiência 
relativa igual a 1,0. 
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A macaúba é uma das palmeiras de cresciment.o 

mais rápido, chegando a crescer 1 met.ro por ano at.é at.ingir 

o t.amanho normal. A frut.iflcação pode ocorrer mesmo ant.es da 

palmeira at.ingir seu desenvolviment.o complet.o, em geral aos 

6 anos. Dependendo das condições do solo e clima é possí vel 

a frut.ificação plena aos 4 anos de idade (BRASIL, 1985). A 

palmeira adult.a frut.ifica por quase t.odo ano, encont.rando, 

nos 3 primeiros anos de frut.ificação, ocasião mais propí cia 

para o amadureciment.o dos frut.os (NOVAES, 1952). 

2.2. Fat.ores limit.ant.es da produção. 

Ent.re as palmeiras, as do gênero Acrocomia 

são as que apresent.am mais difí cU germinação; embora sejam 

palmeiras de rápido cresciment.o exist.em poucos est.udos 

efet.uados com est.e gênero (PINHEIRO, 1986). 

A macaúba é uma palmeira de fecundação 

cruzada cuja propagação é feit.a exclusivament.e por sement.es 

as quais apresent.am um período de dormência de at.é 4 

anos. Por out.ro lado, os mét.odos convencionais de propagação 

veget.at.iva não são possí veis para est.e espécie, pois a 

plant.a não emit.e brot.ações lat.erais que pudessem ser 

ut.ilizadas para produção de mudas (TElXEIRA,1985). 

KOEBERNIC (1970, indicou como sendo de 878 

dias o perí odo de dormência da espécie Acrocomia aculeata 

Jacq., em seu t.rabalho de observação do t.empo de germinação 

de sement.es de palmeiras. 
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Est.es fat.ores det.erminam drást.ico at.raso na 

propagação e produção agrí cola, pois somam-se a out.ro fat.or 

f'isiol6gico que é a frut.ificação het.erogênea e amadureciment.o 

desuniforme dos frut.os (ARKCOLL, 1988). Ent.ret.ant.o, 

out.ros fat.ores como ocorrência de algumas plant.as com 

cresciment.o e frut.ificação precoce e alt.o rendiment.o dest.a 

espécie, ampliam as perspect.ivas que visam programas de 

domest.icação que podem efet.ivament.e consagrar a macaúba ent.re 

as oleaginosas mais promissoras economicament.e. Assim, a 

ràcionalização e regularização da produção de mudas 

permit.iria o avanço da cult.ura com melhor aproveit.ament.o do 

seu pot.encial agronômico. 

A propa~ação veget.at.iva por mét.odos 

convencionais é inviável para est.a espécie. A possibilidade 

de preservar e propagar 

dependência de viabilizar 

convencionais at.ravés da 

veget.ais. 

progênies superiores est.á na 

t.ecnologias de mult.iplicação não 

t.écnica de c ult.ur a de t.ecidos 

A t.écnica de cult.i vo in vitro apresent.a-se 

como uma alt.ernat.i va, não s6 no desenvolviment.o de 

prot.ocolos para a produção de plant.as à part.ir da cult.ura de 

calos levando à embriogênese somát.ica, mas principalment.e 

na cult.ura de embriões zig6t.icos. Nest.e últ.imo caso se 

poderia viabilizar a produção racional de mudas at.ravés da 

uniformização e da redução do período de ~erminação da 

sement.e. 
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2.3. Propagação de palmeiras "in vi tro li. 

A t.ecnolo~ia da micropropa~ação é út.il por si 

mesma, e pode ser ext.remament.e valiosa na propa~ação de 

~enót.ipos superiores, desde que os prot.ocolos permit.am alt.a 

:frequência de re~eneração de plant.as. Por out.ro lado. no 

melhorament.o de plant.as, a t.ecnolo~ia in vitro é uma 

poderosa .:ferrament.a com vant.a~ens qualit.at.ivas (obt.enção de 

variant.es somaclonais) e quant.i t.at.i va (espaço e t.empo), 

precedendo a incorporação das plant.as I"e~eneI"adas em um 

pI"o~I"arna convencional de melhoI"ament.o (CROCOMO 8: 

1985). 

CABRAL 

Por não apresent.arem o .:fenômeno de pI"opa~ação 

veget.at.iva de modo nat.UI"al, o inteI"esse em cult.UI"a de t.ecido 

de palmeiras como meio para produção em massa de clones com 

alt.a pI"odução ou resist.ência a doença t.eve iní cio na década 

de 60. Na década de 70 uma séI"ie de met.odologias in vitro 

.:foram desenvolvidas , sendo que na década de 80 

int.ensi.:ficaram -se os est.udos de t.écnicas em micI"opI"opagação 

e est.udos mOI".:fogenét.icos. Esses est.udos t.em sido .:feit.o quase 

que exclusivament.e em P. dactylifera, E. €Uineensis .' c. 

nucifera e out.I"as oI"nament.ais (BRACKPOOL et. alii, 1986). 

Para TISSERA T (1987),a cult.UI"a de t.ecido em 

palmeiI"as pode seI" dividida em t.rês cat.egorias com objet.ivos 

dist.int.os: a) propagação clona!; b) cult.uI"a de embriões; c) 

est.udos .:fisioló~icos do cresciment.o e desenvolviment.o. A 

pI"opagação clonal de palmeiras, t.em como objet.ivo pI"incipal 
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produzir numerosas árvores g-enet.icament.e uniformes. A pro-

pa~ação clonal at.ravés da emb:t'io~ênese somát.ica (formação de 

plânt.ulas pela obt.enção e g-erminação de embriões somát.icos), 

ou at.ravés da or~ano~ênese (formação sequencial de rai zes e 

brot.os ou vice-versa). 

o melhorament.o de palmeiras e o est.udo 

~enét.ico podem ser beneficiados a part.ir da aplicação da 

cult.ura de embriões para acelerar a ~erminação de embriões 

os quais apresent.am ~erminação lent.a. A cult.ura de embriões 

pode ser ut.ilizada para o desenvolviment.o de híbridos 

int.erspecí ficos ou int.er~enêricos que não sobrevivem 

nat.uralment.e. Além disso, est.a t.écnica oferece um sist.ema 

cont.rolado est.udar os problemas nut.ricionais, 

fisioló~icos e bioquí micos dos embriões em vários est.á~ios 

de desenvolviment.o. Essa t.écnica pode t.ambém ser ut.ilizada 

para est.udos da morfo~ênese em palmeiras (TISSERAT ,1984) 

Em monocot.iledôneas , or~ano~ênese e 

embrio~ênese são as duas vias morfo~enét.icas possí veis para 

obt.enção de plant.as in vitro. A embrio~ênese somát.ica parece 

ser a via mais import.ant.e em palmeiras (BLAKE, 1983). 

Um dos p:t'imeiros t.rabalhos em cult.ura de 

t.ecido de palmeiras envolveu o est.udo do cresciment.o de 

embriões de coco, em meio modificado de Whit.e.. cont.endo 

á~ua de coco (CUTTER & WILSON, 1954). Desde ent.ão, a cult.ura 

de embriões t.em sido explorada em coco, dendê e t.âmara. 

Em coco da Bahia, a cult.ura in vitro de 

embriões t.em sido ut.ilizada para propa~ação do mut. ant. e 
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"Makapuno",cujas sement.es não ~ermin.am. DE GUZMAN (1969), 

su~eriu que embriões zi~ót.icos de coco da Bahia poderiam ser 

a forma de int.ercâmbio de germoplasma dessa palmeira, em 

subst.it.uição às sement.es. 

BALAGA 8: DE GUZMAN (1972), obt.iveram sucesso 

na ~erminação de embriões de coco "Makapuno". Após 

emer~ência da raiz e part.e aérea, o "seedlin~s" era 

t.ransferido para meio li quido para facilit.ar o cresciment.o 

da raiz. Para esses pesquisadores o escureciment.o produzido 

peno embrião excisado inibia o cresciment.o da raiz, esse 

inibidor era removido mais rapidament.e em meio li quido. 

DE GUZMAN 8: MANUEL (1975), adicionaram carvão 

at.ivado no meio de cult.ura para o desenvolviment.o de 

embriões zi~ót.icos de coco da Bahia, mut.ant.e "Makapuno". os 

quais apresent.aram um melhor desenvolviment.o de ra! zes com a 

adição do carvão. 

RABECHAULT et. alH (1972), obt.iveram melhor 

cresciment.o em cult.ura de embriões de dênde em meio li quido 

do que em sólido. Um est.ímulo progressivo do cresciment.o foi 

observado quando meio li quido foi suplement.ado com água de 

coco. O desenvolviment.o da raiz foi precoce e mais frequent.e 

em meio liquido cont.endo 5% (v/v) de á~ua de coco. No 

ent.ant.o, RABECHAULT et. alii (1973) verificaram que o 

cresciment.o de embriões obt.idos de sement.es frescas 

apresent.avam cresciment.o vigoroso e não foram est.imulados 

pela água de coco. 

Para t.âmara, TISSERAT (1969) verificou que 
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não era necessário a adição de á~ua de coco para ~erminação 

dos embriões. TISSERAT (1987) cit.a em seu prot.ocolo a ut.ili­

zação do sais de Murashi~e 8:: Skoo~ (M$)com a concent.ração 

dos macronut.rient.es reduzida à met.ade. Os embriões apresen-

t.aram alon~ament.o e ~erminação após uma a duas semanas da 

inoculação, sendo que após oit.o semanas foram obt.idos 

"seedlin~s" com 2 a 6 cm de compriment.o. 

NWANKWO 8:: KRIKORIAN (1986), ut.ilizando os 

sais de MS com a concent.ração dos macronut.rient.es reduzida a 

met.ade obt.iveram a formação de "seedlin~s" após seis semanas 

da inoculação, a part.ir de embriões zi~ót.icos de dênde. 

Embriões zi~ót.icos de E. €Uineensis varo 

"pisifera" de dênde desenvolveram rapidament.e em "seedlin~s" 

em meio cont.endo carvão at.ivado. O desenvolviment.o de raí­

zes' ~eralment.e, foi ausent.e em meio sem carvão at.ivado 

(PARANJOTHY 8:: OTHMAN, 1982) 

ASSY BAH (1986), obt.eve o desenvolviment.o de 

"seedlin~s" a part.ir de embriões excisados do coco hí brido 

(WAT x MYD [PB-121]) em meio sólido simples, cont.endo carvão 

at.ivado. Após 5 a 6 meses de cult.ivo, foi possf vel a 

t.ransferência de plânt.ulas para o solo. Essa met.odolo~ia foi 

aplicada para 20 variedades de coco. 

TISSERAT (1987), cit.a que das 62 espécies de 

t.âmaras est.udadas, 19 espécies produziram plânt.ulas a part.ir 

da cult.ura in vitro de embriões. 

SITTOLIN li CUNHA (1987), ut.ilizaram a t.écnica 

de cult.ura de embriões in uitro para produzir mudas para 
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implant.ação de um banco de ~ermoplasma, para possibilit.ar o 

acompanhament.o e avaliação do 

macaúba para produção de óleo. 

pot.encial 

TABAI 

da 

et.. 

cult..ura de 

alii (1990), 

ut..ilizaram a t..écnica de cult.ura de embriões in uitro, para 

reduzir o t..empo de ~erminação de sement..es de macaúba. Esses 

pesquisadores obt..i veram plãnt.ulas complet..as pront.as para 

serem t..ranferidas para casa de ve~et..ação, após 16 semanas da 

inoculação. 

Um dos principais fat..ores da baixa 

produt..ividade do dendê é a alt.a variação observada em plant..as 

propa~adas por sement..es. Para RODRlGUEZ (1989), o uso de 

embriões como font..e de explant..e pode cont..ornar o problema, 

proporcionando uma maior uniformidade f"isioló~ica. Para 

TEIXEIRA (1990), o melhorament..o e o est..udo ~enét..ico em dendê 

pode ser beneficiado com a aplicação da cult..ura de embriões 

in uitro , para acelerar a ~erminação de sement..es com lent..a 

~erminação e a rápida avaliação da pro~ênie de "seedlin~s", 

além da ut..ilização dessa t..écnica para res~at..ar embriões 

híbridos int..erespecíficos que não sobrevivem nat..uralment..e. 

KANCHANAPOOM et.. alii (1990), verificaram que 

embriões zi~ót..icos de dendê ~erminaram melhor no meio Ya do 

que MS e J./2 MS. A ut..ilização de 0,1% de carvão at..ivado 

result..ou no melhorament..o da ~erminação e cresciment..o 

uniforme de "seedlin~s". 

A cult..ura in uitro de embriões zi~ót..icos, 

além de permit..ir est.udos fundament..ais de bioquí mica, f"isio­

lo~ia e diferenciação celular, apresent..a-se, no caso de pal-
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meiras, como excelent.e ront.e de explant.e para indução de ca­

los (TISSERAT, 1984). 

As primeiras evidências de que a mort'ogênese 

de t.ecidos e orgãos de palmeiras cult.ivados in vitro podem 

se expressar at.ravés da embriogênese somát.ica roi reit.a por 

RABECHAULT et. alii (1970, 1972), os quais descreveram a 

rormação de colônias celulares com rormas similares a 

embriões somát.icos a part.ir de embriões zigót.icos de E. 

sPlineensis. Est.as est.rut.uras cont.udo não progrediam em 

cult.ura e não originavam novas plant.as. 

JONES (1974) obt.eve a rormação de calos a 

part.ir de embriões excisados de sement.es maduras de dendê, e 

post.eriorment.e set.ores dest.es calos se diferenciavam em es­

t.rut.uras globulares, das quais muit.as originavam plânt.ulas. 

REYNOLDS 8: MURASHIGE (1979), induziram calos 

embriogenét.icos em meio de cult.ura cont.endo 100 mg/l de 

2A-D, 3 mg/l de 2i-P e 0,3% de carvão at.ivado. Como 

explant.e ut.ilizaram embriões zigót.icos e segment.os de 

inflorescência das palmeiras ornament.ais Howeia forsteriana 

e Chaemaedorea costricana. Para esses pesquisadores a 

concent.ração de rit.orreguladores no meio de cult.ura parece 

ser import.ant.e para a indução de calos embriogênicos, 

enquant.o que a expressão da embriogênese somá t.ica foi 

veriricada após a repicagem desses calos para meio cont.endo 

concent.rações reduzidas ou na ausência de auxinas. 

Calos embrio~ênicos t.em sido obt.idos pela 

cult.ura de embriões zi~ót.icos de coco da Bahia (DE GUZMAN et. 
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alii, 1979), t.âmara (AMMAR e BENBADIS ,1977; REYNOLDS e 

MURASHIGE, 1979) e dendê (RABECHAULT et. alii, 1970). 

Embriões maduros e i mat.ur os t.em sido font.es de calos 

embrio~enét.icos (TISSERAT, 1984). Em ~eral qualquer t.ecido 

jovem ou merist.emát.ico de palmeira pode ser ut.ilizado como 

font.e de explant.e para iniciação de calos (BRACKPOOL et. 

alii, 1986). 

Para BLAKE (1983), parece evident.e que a 

morfo~ênese de t.ecidos e ór~ãos de palmeiras in uitro 

ndrmalment.e ocorre at.ravés da embrio~ênese somát.ica 

indiret.a, ou seja, mediada por uma fase de calos. A indução 

da embrio~ênese parece se~uir o comport.ament.o básico em que 

alt.os ní veis de auxinas são necessários para a iniciação de 

calos e as ci t.ocininas at.uam na expressão da embrio~ênese. 

Um dos component.es crí t.icos para obt.enção da 

respost.a morfo~enét.ica em palmeiras são as auxinas 

(REYNOLDS, 1982). O t.ipo e a concent.ração dest.es fit.orre~u-

!adores são fundament.ais para indução de calos 

embrio~enét.icos (TISSERAT, 1979). As concent.rações ut.iliza­

das nor-malment.e são alt.as. Mesmo assim a iniciação de calos 

é demor-ada e a quant.idade de explant.e que evoluem para calos 

é da ordem de 10 a 50 % <BLAKE, 1983). 

A indução da embrio~ênese somát.ica em 

palmeir-as não é bem compreendida <TElXERA, 1990). Em ~er-al a 

indução de calos é considerada como um pré-requiSit.o para 

que ocorra embrio~ênese somát.ica <RABECHAULT &: MARTIN, 

1976). O uso de uma auxina é r-equerida para indução e 
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proliferação de calos ( NWANKNO a KRIKORIAM, 1986). Após 

sucessivos subculti vos calos parecem adquirir 

capacidade para embriogênese. Isso é observado em baixas e 

altas concentrações de auxinas (TURNHAM a NORTHCOTE,1982). 

Em alguns casos a redução ou omissão da auxina é necessária 

para o desenvolvimento de embriões (REYNOLDS a MURASHIGE.. 

1979; TISSERAT, 1979). Mudanças na fonte de auxina bem 

como a adição de uma citocinina parece ajudar 

MARTIM, 1976). Para KOMANINE et ali i (1990), 

(RABECHALT a 

a adição da 

atixina é essencial para a indução da embriogênese, mas 

é inibitória para o desenvolvimento da embriogênese. 

Na maioria das palmeiras estudadas, bem como 

na maior parte das monocotiledôneas, o 2,4-D é a auxina mais 

utilizada. Embora o 2,4-D tenha sido usado como fonte 

pref'erencial de auxina.. o uso de outras auxinas vem sendo 

explorado. O picloram apresenta um f'orte efeito como auxina 

e tem sido usado na indução de calos e regeneração de 

plantas de varias: espécies de plantas (COLLINS et alii, 

1978; VALVERDE et ali i , 1987; OMAR a NOVAK. 1990; TEIXEIRA 

et ali i , 1990). 

O uso do picloram promoveu a embriogênese 

somática na palmeira peyibaye (VALVERDE et ali i , 1987). OMAR 

et. alii (1990), verificaram o efeito do picloram e dicamba 

no crescimento de calos e na embriogênese de t.â mar a , onde o 

máximo em peso f'resco foi obtido em meio contendo 200 ,uM de 

picloram. A embriogênese somá t.ica, bem como a regeneração de 

plantas f'oi obt.ida quando os calos foram t.ransf eridos 
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para meio sem :fit.orrer;uladores. 

Um dos principais problemas relacionados com 

cult.tU'a de t.ecido de palmeiras é o escureciment.o do explant.e 

(TISSERAT.. 1979; REYNOLDS MURASHIGE. 1979). Alr;uns 

pesquisadores at.ribuem o escureciment.o do explant.e em 

palmeiras a liberação e oxidação de compost.os fenólicos 

produzidos por :feriment.o do t.ecido (REYNOLDS, 1982; CHOO, 

1984). Para minimizar esse escureciment.o é comum a adição de 

carvão at.ivado, PVP, ácido ascórbico e cist.eína 

(TISSERAT,1979; HANOVER 8: PANNETIER, 1982; TEIXEIRA.. 1990). 

Ent.re os compost.os ut.ilizados, o carvão at.ivado pareceu 

promover melhores result.ados e passou a ser incluido como 

procediment.o padrão nos prot.ocolos de cult.ura de t.ecido de 

palmeiras (TISSERAT, 1987). 

O carvão at.i vado t.em sido adicionado no meio 

de cult.ura devido a sua propriedade adsort.iva, por remover 

inibidores de cresciment.o em t.ecidos que apresent.am 

Para alr;uns met.abóli t.os t.óxicos (EBERT 8: TAYLOR, 1990). 

pesquisadores como REYNOLDS (1982), PANNETIER &: 

BUFFARD-MOREL (1986). EBERT &: TAYLOR (1990), além do e:feit.o 

do carvão at.ivado sobre a prevenção da oxidação, est.e t.ambém 

possui propriedade de adsorver e reduzir a disponibilidade 

da auxina exór;ena no meio de cult.ura. 

TEIXEIRA (1990) .. cit.a que o ní vel de oxidação 

pode ser diminuido com adição de nit.ror;ênio reduzido como 

arr;inina, asparar;ina, r;lut.amina e t.ambém caseí na. O e:feit.o 

do nit.ror;ênio orr;ânico é o de melhorar o cresciment.o, como 
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result.ado de menor acúmulo de compost.os fenólicos e escure­

ciment.o. 

SMITH 8: THOMAS (1973), verificaram que a 

composição mineral do meio de cult.ura não era t,ão import.ant.e 

como as auxinas para iniciação de calos em embriões 

zi~ót,icos de dendê. A iniciação de calos foi mais dependent.e 

de uma auxina fort.e do que a sua subsequent,e manut,enção. O 

2A-D 

indução de calos do que o NAA. 

EEUWENS (1976), fez t.ent,at.ivas para det.ermi­

nar os component.es inor~ânicos ót,imos para indução e cresci­

ment,o de calos de coco, comparando diferent.es formulações. 

Efeit.os benéficos para o cresciment.o de calos foram obt.idos 

nas formulações inor~ânicas de MS e Y3, ambos com alt.os 

ni veis de nit.ro~ênio. 

No ent.ant.o, não exist.em informações swicien­

t.es para a formulação de um meio especí fico para palmeiras e 

as comparações ent.re várias composições de meios e seus 

efeit.os nest.as espécies não Ioram realizadas com a int.ensi­

dade desejada (TISSERAT, 1984). De modo ~eral o meio de 

cult,ura frequent.ement.e ut.ilizado para a maior part.e dos sis-

t.emas in uitro de palmeiras, baseia-se na formulação 

inor~ânica de Murashl~e 8: Skoo~, na sua Iorma ori~ina1 

(OMAR, 1986) ou modificada (NWANKWO 8: KRIKORIAN,1986; CID .• 

1987; VALVERDE, 1987). 

SRINIVASAN et. ali i (1985), obt.iveram 

embrio~ênese somát.ica a part.ir de embriões zi~ót.icos da pal-
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meira Veitchia merrilli (Bacc) H.E. Moore, em meio MS con-

t.endo 5 a 50 uM de 2,4-D e 5 uM de BA. Embriões somát.icos 

desenvolveram em meio sem hormônio e cont.endo ~lut.amina. 

BHALLA- SARIN et. alii (1986), obt.iveram calos 

a part.ir de embriões zi~ót.icos de coco (C. nucifera L.), 

cult.ivados em meio B!5 (Gambor~) com IAA/aspara~ina ou IAA/ 

alanina (2,0 m~/D. O desenvolviment.o de calos aument.ou em 

10% com adição de IAA conju~ado. A diferenciação de raiz e 

brot.o ocorreu quando calos foram t.ransferidos para meio com 

IAA/ Asp e cinet.ina ou com NAA. Plânt.ulas complet.as foram 

obt.idas em meio com NAA, BAP e PVP. 

NWANKWO a: KRIKORIAN (1986), induziram calos a 

part.il' de embriões zi~ót.icos de dendê em meio MS com os ma­

cronut.rient.es reduzidos à met.ade, suplement.ado com inosit.ol, 

caseí na hidrolisada, carvão at.ivado e 2,4-D. Os calos forma­

dos após subcult.i vo em meio similar apresent.aram est.rut.uras 

or~anizadas. Essas est.rut.uras mant.idas no mesmo meio forma­

vam est.rut.uras "neomorficas", mas quando os calos formados 

eram t.ransferidos para meio com baixa concent.ração de auxina 

ou na ausência dest.a, ocor-r-eu a for-mação de br-ot.os bem or-~a­

nizados. A adição de ácido ~iber-elico produziu brot.os bem 

or-~anizados acompanhados de r-aiz. 

TEIXEIRA et. alii (1986), ut.ilizando embriões 

zi~ót.icos de E. aleifera e Acracamia aculeata, obt.iver-am ca­

los após duas semanas em meio MS modificado cont.endo 450 uM 

de 2,4-D e 3 ~/l de carvão at.ivado. Após duas semanas em 

meio primário, calos consist.iam de vár-ias est.rut.uras ~lobu-
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lares. A mesma aparência de calos foi observada para ambas 

espécies, exceto que para A. aculeata os calos eram mais com­

pactos e com tendência a oxidação.O subcultivo de calos em 

meio contedo 10 uM de NAA, 20 uM de 6-BA e 3 ~/l de carvão 

ativado, resultou em vários embriões ap6s 4 a 6 semanas. A 

~errninação normal foi encontrada somente para E. oleifera em 

meio sem fitorre~ulador. 

CID (1987), visando alcançar a re~eneração 

das palmeiras caiaué (E. oleifera) e de seu híbrido com 

dendezeiro (E. ~uineen.si.s ) via embrio~ênese somática, 

inoculou embriões zi~6ticos em meio MS modificado contendo 

2,4-D e 2,i-P. A formação de embriões somáticos foram 

obtidos a partir de calos, os quais passaram por uma 

sequência de transferência em meio sem auxina. 

GUERRA &: HANDRO (1988), induziram a 

embrio~ênese somática em cultura de embriões de Euterpe 

edulis em meio de cultura LS contendo 100 m~/l de 2,4-D. 

Embriões somáticos ori~inararn diretamente da superfí cie do 

tecido.. aparecendo ap6s 45 a 180 dias da inoculação. A 

transferência da massa de embriões para meio com NAA e 2i-P 

ou sem fitorre~u1adores induziu o desenvolvimento de 

plântulas. 

RODRIGUEZ (1989), obteve maior taxa de 

produção de embriões em meio MS contendo 2 ~/l de caseí na 

hidrolizada. A formação de raí zes foi obtida em meio com 

1,25 ~/l de zeatina. 

KANCHANAPOOM et ali i ( 1990), induziram calos 
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embrio~enét.icos a part.ir de embriões zi~ót.icos de dendê (E. 

~ineenS'iS'), em meio MS cont.endo 2 m~/l de 2,4-D e sem 

carvão ativado. Quando calos foram cult.ivados em meio MS 

modificado, embrioides emer~iram em culturas e 

plântulas foram re~eneradas desses embriões somáticos. 

TEIXEIRA (1990), utilizou altas concentraçães 

de 2,4-D (400 a 700 .uM) para indução de calos em embriões 

zigóticos de dendê. O crescimento de calos começou após 2 a 

3 semanas da inoculação e foi considerado alto em todos t.ra-

t.amentos, mas foi superior quando embriões foram 

pré-tratados em meio com 700 .uM de 2,4-D e então subcultiva­

dos em 400 ou 500 .uM de 2,4-D. A embriogênese somática apre­

sentou uma baixa porcent.a~em em meios contendo altas concen­

trações de 2,4-D após 4 a 6 subcultivos. 

Em todos os sistemas conhecidos as células 

embrio~enéticas a partir das quais os embriões somá ticos 

originam, apresentam um conjunto de caracterí sticas comuns 

ao comportamento de células meristemá ticas em divisão 

celular. Estas características incluem o tamanho pequeno, 

conteúdo citoplasmático denso, núcleos grandes com nucléolos 

proeminentes, vacúolos pequenos e uma profusão de grãos de 

amido ( BRANTON 8: BLAKE, 1986; 

SCHWENDlMAN et alii, 1988). 

WILLIANS 8: MAHESWARAW, 1986; 

Estudos anatômicos tem mostrado que os calos 

são produzidos a partir de tecidos procambiais em embriões 

de dendê ( RABECHAULT 8: GUENIN, 1970; NWANKWO 8: KRIKORIAM, 

1986) e embriões de coco da Bahia ( DE GUZMAN et alii, 
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1978). 

REYNOLDS 8: MURASHIGE (1979), observaram que 

secções de calos ~ranulosos most.ravam númerosos cent.ros de 

at.ividade merist.emát.ica. As células nest.as re~iões eram me­

nores e alt.ament.e vacuoladas. Est.es cent.ros merist.emát.icos, 

na ausência de fit.orre~uladores, diferenciavam-se em est.ru­

t.uras or~anizadas cont.endo t.ecidos vasculares e com um ápice 

caulinar encobert.o pelos t.ecidos cot.iledonares. Result.ados 

similares foram observados por TISSERAT 8: DE MASON (1980) em 

t.âmara, verificando que embriões advent.í cios ori~inavam de 

células merist.emát.icas localizadas na epiderme e porção sub­

epidérmica da periferia dos calos. 

Est.udos hlst.oló~icos realizado por MALAURIE 

(1987) em calos primários e secundários de E. €Uineensis, 

most.raram que est.rut.uras globulares que evoluiram para 

est.rut.uras polarizadas , apresent.aram or~anizaç:ão de 

merist.emas radiculares e caulinares de forma similar a 

encont.rada na embrio~ênese zigót.ica. 

Avaliações hist.oló~icas foram realizadas por 

SCHWENDlMAN et. ali i (1988), durant.e uma sequência de event.os 

que levou a obt.enção de embriões somát.icos de E. cuineensis. 

Os calos formaram a part.ir da nervura cent.ral de folhas 

jovens. A proliferação celular nest.a re~ião ori~inou nódulos 

merist.emá t.icos. Quando esses nódulos foram 

ocorreu rápida diferenciação ori~inando 

pró-embrio~enét.icos que evoluíram, apresent.ando 

caulinar e radicular. 

isolados 

a~re~ados 

merist.ema 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

Os experimentos foram conduzidos no Centro de 

Biot.ecnolo~ia A~rí cola (CEBTEC) do Depart.ament.o de Quí mica> 

ESALQ, no Campus da Universidade de São Paulo (SP), em Pira­

ciaaba-SP. 

o material ve~etal constituído por frutos da 

palmeira macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Loddi~es), 

foram colet.ados na re~ião de povoament.o nat.ural dessa 

palmeira, em São Got.ardo no Estado de Minas Gerais. Esses 

frutos, que t.iveram o mesocarpo removido para indúst.ria, 

foram quebrados para remoção da amêndoa. 

3.1. Assepsia do Explant.e. 

Embriões zi~óticos de macaúba extraí dos da 

amêndoa foram mantidos em solução de ácido ascórbico (250 

mg/D para minimizar problemas relacionados com a oxidação. 

Completada a ext.ração, os embriões foram deixados em água 

corrente durant.e 12 horas, aproximadament.e, para remoção de 

prováveis t.oxinas liberadas pelos embriões e para embebição 

dos mesmos. Para obt.enção de calos os embriões foram 

inoculados sem prévia embebição para evitar qualquer inicí o 
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do processo de ~errndnação. 

Para o processo de desinfecção> os embriões 

:foram colocados em solução de hipoclorit.o de sódio 20% (v/v) 

por 20 rndnut.os em a~it.ação const.ant.e e lo~o após lavados por 

3 vezes em á~ua deionizada est.erilizada> para remoção do 

hipoclorit.o residual. 

3.2. Cultura de Embriões. 

Visando reduzir o t.empo de ~erminação para 

macaúba, embriões zi~ót.icos :foram inoculados em dois 

di:ferent.es meios de cult.ura básicos: MURASHIGE 8: SKOOG, 

(1962) (MS) e GONCALVES (1980) (M<D, descrit.os nas Tabelas 3 

e 4 respect.ivament.e. Est.es meios :foram suplement.ados com 

sacarose (30 ~/l), á~ar (6 ~/l) e carvão at.ivado (3 ~/D 

como neut.ralizador dos e:feit.os oxidat.ivos da liberação de 

compost.os :fenólicos pelo explant.e. O pH dos di:ferent.es meios 

de cult.ura :foi ajust.ado para o valor 5,7. 

Os meios di:feriram na adição ou não de 

vit.aminas e aminoácidos. Os se~uint.es meios :foram t.est.ados: 

a) meio MS e MG sem ar~inina e vit.aminas; b) meio MS 

suplement.ado com vit.aminas de MOREL 8: WETMORE (1951) e 

ar~inina (70 m~/l); c) MS e MG suplement.ados com t.ianúna (1 

m~/D, á~ua de coco (100 rnl/D, meso-inosit.ol (100 m~/l) e 

ar~inina (70 m~/l) 
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Tabela 3. Composição do meio de MURASHIGE & SKOOG (1962) 

utilizado como meio básico na cultu~a de emb~ião 

e indução de calos. 

Componentes Concentração Cmg/l) 

NH NO · ..... 1650,000 

" 3 

KNO . . . . . . ...... 1900,000 
3 

CaCL .2H o. ...... 440,000 
z z 

MgSO .7H O. 
" 2 

370,000 

KH PO 170,000 
2 4. 

Na EDTA. ..... 37,300 
2 

FeSO .7H O. · ...... 27,800 
" 2 

H 80 ...... . . . . . . . .... 6,200 
3 3 

MnSo .4H O. 22,300 

" 2 

ZnSo .4H O. 8,600 
4 2 

K I ••••• 0,830 

Na MoO . 2H O •. 0,250 
2 " Z 

CuSO . 5H O ••• 0,025 
" 2 

CoCI . 6H O .. · ...... 0,025 
2 2 
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Tabela 4. Composição do meio GONCALVES ( 1980) , utilizado 

como meio básico na cultura de embrião. 

Componentes Concentração Cmg/l) 

NH NO ................................. 800 , 000 
" 3 

KNO ................................. 1000,000 
3 

KH PO •.••••••.••••••••. 
2 " 

Ca (NO ) . 4H O •.......... 
322 

MgSO . 7H O ........................ .. 
" 2 

FeSO .7H O .............. . 
" 2 

Na EDTA ................................ . 
2 

H 80 .............................. . 
3 3 

CoCL .6H O ........................... . 
2 2 

CuSO .5H O ................ . 
" 2 

MnSO • H O ................ . 
" 2 

MoO .............................. . 
3 

Z n 50 . 7H O ....................... . 
" 2 

K I ..................................... . 

170,000 

236,000 

250,000 

27,800 

37,300 

6,200 

0,250 

0,025 

1,700 

0,144 

3,000 

0,750 

3.3 Est.udos Fisiológicos do Cresciment.o 

Desenvolviment.o. 

Para t.est.ar o efeit.o das :font.es 

concent.rações de nit.rogênio durant.e o cresciment.o 

e 

e 

e 

desenvolviment.o , embriões zigót.icos de frut.os maduros foram 

inoculados em meio de cult.ura cont.endo os sais de MURASHIGE 

& SKOOG (1962), onde as concent.rações e font.es de nit.rogênio 
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Ioram alt.eradas (Tabelas 5 e 6). A suplement.ação usada Ioi 

igual para t.odos os t.rat.ament.os, sendo ut.i li zado caseí na 

hidrolizada {0,5 g/D, t.iamina (0,4 piridoxina (1 

mg/D, sacarose (30 g/D, carvão at.ivado (3 g/D e ágar (6 

g/D. O pH Ioi ajust.ado a 5,7. 

A det.erminação da massa de mat.éria rresca e 

seca roi reit.a no iní cio da inoculação, com 10 repet.ições 

para cada t.rat.ament.o e repet.ida a cada 15 dias at.é at.ingir o 

est.ágio de plânt.ulas pront.as para serem t.ransleridas para 

condições "ex vitro". 

Com emprego de balança de precisão, det.er-

minou-se a massa de mat.éria :fresca. Após, o mat.erial Ioi en-

t.ão colocado em est.u:fa para secagem por 2 dias à 60°C e pe-

sados novament.e para se calcuLar a massa de mat.éria seca. 

Tabela 5. Meios de cultura empregados para o cultivo de embrião de macaúba (mg/l). 

Nutrientes MS MS MS 1/2 MS MS 1/4 
1/2 semNHt semNO"3 

1/4-
semNHt semNO'3 

NH4N03 1650 825 412,5 

KNOg 1900 950 950 475 950 

eaOz2H:<O «O 220 220 220 220 

MgS04.7H:<O 370 185 185 185 185 185 

KH2P04 170 85 85 85 85 

K2HP04 1()$,9 108,9 

K2C0s 342,4 324,4- 342,4 

Cli3COONH4 2312,2 11)(í 

Ca(N03)24lhO 1011,4- 413 

Mg(N03)26H2Ü 1544,~ 270,1 

NaCl 174,$ 174,$ 

Na2S04 106,7 



30 

Tabela 6. Quantidade dos componentes utilizados nos meios de cultura (mgll). 

-- -- ---
Nutrientes MS MS MS 1/2 MS MS1f4 

1/2 
semNH4 semNO"3 

114-
semNH4 semN03 

NH4 288,75 144,37 420,4- 72,19 210,2 

NOg 552,12 Zl6,07 420,4 138,03 210,2 

P 33,75 19,4- 19,4- 19,4- 19,4- 19,4 19,4-

K 7&2,4-1 391,23 391,2 391,23 391,23 391,2 391,23 

Ca 120,55 60,2 171,4 60,2 60,2 70,0 60,2 

Mg 36,09 1&,04- 168,6 1&,04- 18,04- 25,28 18,04-

S 43,13 24,06 24-,06 24,06 24-,06 24,06 24,06 

a 210,96 105,5 _105,5 __ 105,5 105,5 105,5 105,5 -_._-- ------- ----- ---- --------

3.4 Obtenção de Calos. 

Para obt.enção de calos, embriões zig6t.icos 

oriundos de frut.os maduros e imat.uros foram ut.ilizados como 

explant.e. Foram t.ambém ut.ilizados embriões pré-germinados 

inoculados int.eiros ou soment.e part.e dest.es, cont.endo 

regiões referent.es aos ápices (n6 cot.iledona:t ... ). 

Com base nas observações bibliográ:Hcas 

feit.as sobre o efeit.o dos t.ipos e concent.rações dos 

fit.orreguladores na morfogênese in vitro das palmeiras, 

diferent.es font.es e concent.rações de auxina e cit.ocininas 

foram avaliadas. 

o meio de cult.ura ut.ilizado foi a formulação 
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básica de MURASHIGE & SKOOG (1962), modificado de acordo com 

cada experiment.o. 

3.4.1. ECeit.o da aut.oclavagem nos Cit.orregula­

dores 

3.4.1.1. Fit.orreguladores Cilt.rados. 

Embriões de frut.os maduros e imat. ur os 

(amêndoa em est.ado ~elat.inoso), foram inoculados em meio de 

cult.ura sólido const.i t.uí do dos macro e micronut.rient.es de 

MURASHIGE & SKOOG (1962) <Tabela 3), porém, cont.endo a 

met.ade da concent.ração de nit.ro~ênio e suplement.ado com 

monofosfat.o de sódio <170m~/D, t.iamina (0,4 m~/D, 

meso-inosit.ol (100 m~/L), caseí na hidrolizada ( 0,5 ~/D, 

sacarose (30 ~/D e á~ar (6 ~/D. Carvão at.ivado a 0,3% e 

ácido ascórbico (100m~/D, foram adicionados ao meio para 

minimizar o escureciment.o dos explant.es. O pH do meio foi 

ajust.ado para 5,7. 

As vit.aminas e os fit.orre~uladores foram fil­

t.rados com auxi lio de filt.ro Millipore, membrana de O ,45~ e 

adicionados ao meio básico após aut.oclava~em 

at.mosfera de pressão, durant.e 20 minut.os. 

à 120 e 1 

Os embriões foram inoculados indi vidualment.e 

em frascos cont.endo 10 ml de meio de cult.ura. O experiment.o 

const.it.uiu-se de diferent.es combinações de 2,4-D e 2i-P, 

sendo as int.erações desses fi t.orre~uladores t.est.adas 
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se~uindo-se o delineament.o experiment.al de quadrado lat.ino, 

com 10 repet.ições, envolvendo as se~uint.es concent.rações 

(m~/D dos fit.orre~uladores: 

2,4-D: 0,0 - 10,8 - 21,6 - 36,0 - 43,2 

2i-P : 0,0 - 0,05 - 0,50 - 1,00 - 2,50 

Todos os frascos foram mant.idos no escuro à 

t.emperat.ura de 27 
+ 

2 e os subcult.ivos feit.os a 

int.ervalos de duas semanas. 

A avaliação foi feit.a at.ribuí ndo-se not.as de 

o 'a 4, sendo a not.a zero at.ribuí da para o embrião sem 

desenvolviment.o aparent.e de calos e quat.ro para calos com 

maior cresciment.o (ca. 0,5 cm). A avaliação foi feit.a após 

35 dias da inoculação. 

3.4.1.2. Fit.orreguladores aut.oclavados. 

Visando a ot.imização do meio de cult.ura para 

indução de calos de macaúba, esse experiment.o explorou o 

efeit.o da aut.oclava~em nas diferent.es combinações dos fit.or-

re~uladores 2,4-D e 2i-P. O meio básico ut.ilizado foi o de 

MURASHIGE 8: SKOOG (1962) modificado, conforme most.ra Tabela 

7, onde a concent.ração dos sais (macronut.rient.es) e do 

FeSO .7H O e do Na EDTA, foi reduzida à met.ade conforme 
.. 2 2 

NWANKWO 8: KRIKORIAN (1982). A suplement.ação ut.ilizada é mos-

t.rada na Tabela 7. 

O experiment.o consist.iu no uso de diferent.es 

combinações de 2,4-D e 2i-P, sendo a int.eração desses fit.or-
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re~uladores est.udada at.ravés do delineament.o experiment.al de 

qua-drado lat.ino, envolvendo as se~uint.es concent.rações 

(m~/D dos fit.orre~uladores: 

2,4-D 0.0 - 30,0 60,0 90,0 - 120,0. 

2i-P 0.0 - 2,0 5,0 10,0 15,0. 

Os embriões foram inoculados individualment.e 

em frascos cont.endo 10 ml de meio de cult.ura com 40 

repet.ições para cada t.rat.ament.o, sendo 20 mant.idas à luz com 

fot.operí odo de 16/8 horas <luz/escuro) e 20 no escuro a 

+ o 
t.emperat.ura de 27 - 2 C. 

A avaliação foi feit.a, at.ribuí ndo-se not.as de 

o a 4, sendo a not.a zero at.ribuí da para o embrião sem 

desenvolviment.o aparent.e de calos e quat.ro para calos 

maiores (ca.O,5 cm). A avaliação foi feit.a após 35 dias da 

inoculação. 
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Tabela 7. Composição do meio de MURASHIGE e SKOOG (1962) 

modificado confo~me NWANKWO e KRIKORIAN (1986) e a 

suplementação usada, utilizado pa~a indução de 

calos. 

Componentes Concentração Cmg/l) 

NH NO .•.••.•...•.•••.•.••.•... 825,000 
" 3 

KNO ....•.............•.•.....• 950,000 
3 

CaCI .2H O.............. ... .... 220,000 
2 2 

MgSO .7H O............. •....... 185,000 
" 2 

KH PO ............•.•.•.•...... 85,000 
2 " 

Na EDTA........................ 18,650 
2 

FeSO .7H O............ ....•.... 13,900 
" 2 

NaH PO .H O............. ....... 170,000 
2 " 2 

K I • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • O , 830 

H 80 .........•....••.......... 6,300 
3 3 

MnSO .H O.............. •.. ..... 22,300 
" 2 

ZnSO .7H O............. •... .... 8,600 
" 2 

CuSO .5H O............. ........ 0,025 
" 2 

CoCI .6H O............. ........ 0,025 
2 2 

Na MoO .2H O............ ....... 0,250 
2 CS 2 

Tiamina........................ 0,400 

Inositol ....................... 100,000 

Caseína Hid~olisada.... ........ 500,000 

Pi~idoxina............. •.. ..... 1,000 

Ca~vão Ativado................. 3.000,000 

Saca~ose ....................... 30.000,000 

Agar- . • • • . • • • . • • • • . • • • • • • • • • • . •• 6.000,000 
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3.4.1.3. Coruront.o ent.re aut.oclavac;em e 

fllt.rac;em dos :Ci t.orrec;uladores. 

Para melhor t.est.ar o efeit.o da aut.oclavagem 

do 2,4-D na indução de calos, embriões zigóticos oriundos de 

frut.os maduros foram inoculados individualmnte em frascos 

contendo 10 ml de meio básico (Tabela 7), adicionado de 

2,4-D ( autoclavado e filt.rado) nas seguintes concent.rações 

(mg/D: 0,0 100,0 150,0 200,0 300,0 400,0. Foram 

feitas 40 repet.ições para cada t.ratament.o, sendo 20 mant.idos 

em sala de cresciment.o com fotoperi odo de 16/8 horas 

(1 / ) 20 t t d 27 -+ 2°C. uz escuro e no escuro a empera ura e 

o experimento consist.iu dos seguint.e ensaios: 

a) 2,4-D, adicionado ao meio básico seguindo-se 

aut.oclavagem; b) 2,4-D filt.rado em filtro Agrodisc - Ge1man 

$ciences, membrana de 0,2 ,um e adicionado ao meio básico 

após est.e t.er sido aut.oclavado. 

A avaliação da porcent.agem de indução de 

calos e outros possi veis efeit.os da autoclavagem do 2,4-D 

foi fei t.a após 30 dias da inoculação. 

3.4.2. Indução de calos por 2,4-D em embriões 

zic;óticos int.eiros e cort.ados. 

Embriões zigóticos de frutos maduros, foram 

inoculados em meio de cultura sem fltorreguladores (Tabela 

7). Após duas semanas da inoculação a metade dos embriões 



36 

foi t.ransferida para meio de cult.ura acrescido de 2,4-D nas 

seguint.es concent.rações (m~/D: 0,0 100 .• 0 150,0 200,0 

400,0 e os embriões da out.ra met.ade foram 

seccionados em solução de ácido ascórbico (250 mg/D, 

conforme most.ra a Fi~. 1. As secções dos embriões cont.endo 

ápice (pecíolo cot.iledonar ou nó cot.iledonar) foram 

inoculadas no meio acima. As secções referent.es ao haust.ório 

(lâmina cot.iledonar) foram descart.adas. 

Foram feit.as 40 repet.ições para cada 

t.rat.ament.o (embriões int.eiros e cort.ados) ,sendo 20 mant.idos 

'l 20 t.. d t. t. d 27 +- 2°C. a uz e man ~ os no escuro, a empera ura e 

Após 30 dias da inoculação foram feit.as 

observações visuais das respost.as morfo~enét.icas obt.idas . 

RE6110 
DOS 

ÁPICES 
(NÓ COTlLEDONAR) 

.. 4--- REGIÃO 00 HAUSTÓRIO 
(LÃMlNA COTlLEOONARl 

DESCARTADA 

INOCULADA 

Fig. 1. Esquema do cort.e do embrião zigót.ico para inoculação 

da região do nó cot.iledonar 
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3.4.3. Efeit.o do t.empo de exposição ao 2,4-D na 

indução de calos. 

Embriões zigót.icos de frut.os maduros foram 

inoculados em meio de cult.ura cont.endo os fi t.orreguladores 

2,4-D {100 mg/D e 2i-P {5 mg/D, (Tabela 7). Após perí odos 

de 5, 10, 15 e 20 dias de exposição ao 2,4-D, os embriões 

foram t.ransferidos para meio básico cont.endo 2,4-D <i0 mg/D 

e 2i-P {5 mg/D. Como cont.role, embriões foram inoculados em 

meio sem f'it.orreguladores e em meio cont.endo 2,4-D {100 

mg/D e 2i-P {5 mg/D e mant.idos sem t.ransferência para 

concent.rações menores de 2,4-D. 

O experiment.o consist.iu de 10 repet.ições de 

+ 
cada t.rat.ament.o, maI)t.idos no escuro a t.emperat.ura de 27 

2 oCo As t.ransferências foram feit.as a cada 5 dias para meio 

de mesma composição quí mica e obedecendo o cronograma de 

exposição ao 2,4-D, que foi de 5, 10, 15, 20 dias em meio 

com f'it.orregulador. 

3.4.4. Ef"eit.o de alt.as concent.rações de 2,4-D na 

indução de calos. 

Esse experiment.o explorou o efeit.o de alt.as 

concent.r-ações de 2,4-D na indução de calos. Meio de cult.ura 

cont.endo as seguint.es concent.r-ações (mg/D de 2,4-D: 0,0 

100,0 -200,0 

8). 

300,0 400,0 600,0 foi ut.ilizado {Tabela 



Tabela 8. Composição do meio de Murashige e Skoog 

(1962) modificado e com a suplementação usa­

da, utilizado para indução de calos. 

Component.es Concent.ração Cmg/l) 

NH NO ..••••.•.....• ,." •.••••..••• 
4 3 

KNO .•...••••.•...••••..••.•.•••. 
3 

CaC 1 . 2H O •.•.•••..•••••..••....• 
2 2 

MgSO .7H O ••••••...••••••••..•••• 
4 2 

KH PO ..••••.••.••••••••••••...•• 
2 4 

Na EDTA ...•••...••.••.•••........ 
2 

FeSO .7H O ••....•..••.•.•...•...• 
4 2 

NaH PO H O •.••...•••••••••••.••.. 
242 

K I ••••••••••••••••••••••••••••••• 

H 80 ........................... . 
3 3 

MnSO .H O ••••.•.•....••.••••.•..• 
4 2 

ZnSO . 7H O .••••••••...••••..••••• 
4 Z 

CuBO . 5H O .•.....••••.•••..•••.•• 
4 Z 

coe 1 . 6H O •••..•.•.•.•••...••..•. 
2 Z 

Na MoO 2H O •••.....•..••••••....• 
Z 4 Z 

Tiamina ......................... . 

Inositol ........................ . 

Caseína Hidrol isada ....••..•....• 

Piridoxina ...................... . 

Carvão Ativado •..••...•.••..•.... 

Sacarose ................... 11 ••••• 

~ar . . 11 11 11 ••• 11 11 11 ••••••• 11 ...... 11 • 11 ... 

412,200 

475,000 

220,000 

185,000 

85,000 

18,650 

13,900 

170,000 

0,830 

6,300 

22,300 

8,600 

0,025 

0,025 

0,250 

0,400 

100,000 

500,000 

1,000 

3.000,000 

30.000,000 

6.000,000 

38 
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As concent.rações de ni t.ro~ênio foram 

reduzidas a um quart.o da concent.ração present.e no meio MS. 

Os embriões foram inoculados indi vidualment.e em frascos 

cont.endo 10 ml de meio com 80 repet.ições, sendo 40 mant.idas 

em fot.operfodo de 16/8 horas (luz/escuro) e 40 mant.idas no 

escuro. A t.emperat.ura foi de 27 ::. 2 oCo 

A avaliação da porcent.a~em de embriões que 

formaram calos foi feit.a após 40 dias da inoculação. 

3.4.5. Efeito do ácido 4-amino-3,5 ,6- tl"iclol"o-

picolinico <piclol"am) na inducão de ca­

los. 

Embriões zi~ót.icos de frut.os maduros foram 

inoculados em meio de cult.ura (Tabela 8) cont.endo picloram 

nas se~uint.es concent.rações (m~/D 

50,0 - 100,0 - 200,0. 

0,0 10,0 25,0 

Os embriões foram inoculados individualment.e 

em frascos cont.endo 5 ml de meio com 40 repet.ições, sendo 20 

mant.idas sob fot.operi odo de 16/8 horas (luz/escuro) e 20 no 

escuro. A t.emperat.ura f'oi de 27 ::. 2 o C. As t.ransf'erências 

foram feit.as a cada 10 dias. 

Após 50 dias da inoculação, quando já se 

observava a formação de calos com aspect.o aparent.ement.e 

~lobular, est.es foram t.ransf'eridos para meio sem picloram 

consist.indo de duas camadas, sendo a i nf'erior s6lida e 

cont.endo carvão ativado e a superior liquida e sem carvão 
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at.ivado (Fi~ura 2). O mat.e:rial foi mant.ido em a~it.ação a 70 

rpm em a~i t.ador horizont.al. 

MEIO LíQUIDO SEM CARvÃO / 

ATIVADO 

MEIO SÓLIDO COM CARVÃO 

ATIVADO 

Fig. 2. Esquema do meio de cult.ura com dupla camada 

ut.ilizado pa:ra minimiza:r o escureciment.o do 

explant.e. 

A avaliação foi feit.a at.ribuí ndo-se not.as de 

o a 3 sendo a not.a zero at.ribuí da para explant.e sem 

desen-volviment.o de calos e a not.a t.rês para calos com 

caract.erí st.icas embrio~ênicas. As not.as int.ermediárias foram 

dadas para calos formados soment.e em al~uns set.ores not.a 1 e 

a out.ra para calos envolvendo t.odo t.ecido not.a 2. As épocas 

de avaliações foram aos 30 e 60 dias após inoculação. 
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3.4.6. Efeit.o da concent. ... ação de cálcio no meio 

de cult.ura cont.endo piclo ... am na indução 

de calos e emb ... iogênese. 

Embriões zi~ót.icos de frut.os maduros foram 

inoculados em meio de c ult. ura cont.endo diferent.es 

combinações de picloram e cálcio. A int.eração e concent.ração 

usadas est.ão na Tabela 9. 

Tabela 9. Dife~entes combinações de cálcio e piclo~am 

pa~a indução de calos emb~iogênicos (os 

núme~os no quad~o ~ep~esentam a nume~ação 

at~ibuída aos t~atamentos). 

Concentrações de Ca++ 

PICLORAM 1/4 Ca-MS 1/2 Ca-MS 

Cmg/l) (O,75X10-
3

Itl.) 
-3 

( 1 , 5x 10 .1'-1) 

o 1 

10 2 

25 3 

50 4 

100 5 

200 6 

As 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

concent.rações 

1 Ca-MS 
-3 

(3x10 M) 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

2 C2-M 
-3 

(6x10 M) 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

de cálcio foram 

est.abelecidas com base no meio de Murashige e Skoog (Tabela 



-3 
3), onde a concentração de CaCl .2H O é de 3.10 M. 

2 2 
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Os embriões foram inoculados individualmente 

em frascos cont.endo 5 rol de meio de cult.ura (Tabela 8) com 

40 repet.ições para cada t.rat.ament.o e mant.ida no escuro a 

+ o 
t.emperat.ura de 27 - 2 C. A avaliação foi feit.a ap6s 40 dias 

da inoculação, verificando-se a porcent.agem de embriões que 

formaram calos. 

Ap6s 50 dias da inoculação, quando foi 

observada a formação de calos,. est.es foram t.ransferidos para 

meios sem picloram const.i t.uí do de duas camadas, uma 

inferior s6lida com carvão at.ivado e out.ra superior li quida 

e sem carvão e mant.idos em agit.ação a 70 rpm em agit.ador 

hor-izont.al. 

Aos 100 dias da inoculação, quando apr-esenta-

vam est.ruturas aparentement.e globulares, alongadas separadas 

do explant.e, est.as foram transferidas para meio semi-s6lido 

(4 mg/l de ágar) cont.endo as seguint.es combinações dos fi-

t.orreguladores: NAA (0,5 mg/D + 2i-P (1 mg/D; NAA (2 mg.D 

+ 2i-P (1 mg/D; NAA (0,5 mg/D + 2i-P (5 mg/D e NAA (0,5 

mg/D + GA (1 mg/D. 

3.5. Histologia. 

O mat.er-ial para est.udo hist.ol6gico foi 

selecionado a part.ir- de calos com caract.er-í st.icas 

embr-iogênicas obt.idos at.ravés do cult.ivo de embriões, ap6s 

70, 106 e 151 dias da inoculação em meio cont.endo 
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concenLrações de 25 e 50 m~/l de Picloram. 

Essas est.rut.uras foram fixadas em F AA 50 

(SASS,1951). A t.écnica empre~ada para desidrat.ação e 

inclusão do mat.erial em parafina, cort.e e dist.ensão das 

fit.as em lâminas, foi a indicada por SASS (1951). A 

espessura dos cort.es variou ent.re 8 a 10 J-Lm. Se~uiram-se a 

desparafinação das lâminas pelo xiIol e a coloração do 

mat.erial pela safra-nina e azul de ast.ra (GERLACH, 1969). 

Foram t.iradas fot.omicro~rafias de mat.erial 

preparado em lâminas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Cultura de embriões. 

Visando reduzir o t.empo de germinação de 

sement.es de macaúba o qual pode ser de at.é 4 anos, nest.e 

t.rabalho foi feit.a a cult.ura de embriões in uitro, ut.ilizando 

diferent.es meios de cult.ura. Os result.ados most.raram que o 

meio de cult.ura MS suplementado com vi t.aminas e arginina 

apresent.ou melhor result.ado para germinação dos embriões. 

Após a segunda semana da inoculação 

observou-se o alongament.o dos embriões. Na quarta semana 

ocorreu emergência da ram cula e do caulí culo e ao final da 

oit.ava semana as plântulas apresentavam-se com 

aproximadament.e 5 cm de compriment.o. Plânt.ulas bem 

desenvolvidas foram obtidas após a 14~ semana da inoculação 

(Fig. 3), possibili t.ando a transferência de plant.as para 

condições ex uitro após 16 semanas da inoculação. 
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Fig. 3. Aspecto da plântula após 14 semanas da 

inoculação em meio MS + Vit. + aa. 
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A ut.ilização de meio cont.endo os sais do meio 

MG (GONCAL VES > 1980) com e sem as suplement.ações. exigiu um 

maior t.empo de cresciment.o de plãnt.ulas e apresent.ou menor 

uniformidade na germinação. 

A formulação de meios especí ficos para 

det.erminadas plant.as é prá t.ica comum em micropropagação. 

Para palmeiras poucos est.udos foram fei t.os nest.a área, em 

consequência, um meio básico de ut.ilização geral 

parece não exist.ir (TISSERAT, 

ideal 

1984). Geralment.e o meio 

básico ut.ilizado é o de Murashige & Skoog (1962) complet.o 

(TISSERAT, 1987) ou modificado (NWANKWO & KRIKORIAN, 1986). 

Embriões maduros germinam e crescem em meio 

simples, const.it.uído de sais inorgânicos e uma font.e de 

energia. A adição de vit.aminas e aminoácidos t.em-se most.rado 

dispensá vel para o cult.i vo de embriões de algumas espécies 

de plant.as, mas para embriões de algumas palmeiras t.em-se 

verificado que sua inclusão favorece o desenvolviment.o de 

plânt.ulas (TISSERAT, 1987). 

vi t.aminas e arginina 

desenvolviment.o de plãnt.ulas. 

Para macaúba a inclusão de 

favoreceu a germinação e o 

A adição do carvão at.i vado para cult.ura de 

embriões de macaúba foi indispensável para t.odos os meios 

t.est.ados, most.rando-se eficient.e na eliminação do 

escureciment.o causado pela oxidação. Est.a oxidação prejudica 

a germinação e t.ambém o desenvolviment.o de plânt.ulas. 

explant.es são propensos ao 

escureciment.o , sendo considerado por vários pesquisadores 
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como um dos principais problemas relacionados a cultura de 

tecidos de palmeiras. Este escurecimento é atribuí do aos 

produtos da oxidação de compostos fenólicos os quais inibem 

o crescimento (CHOO, 1984). Para evitar esse escurecimento a 

adição de carvão ativado tem contornado os e:feitos 

deletérios causados por substâncias tóxicas sobre os 

explantes. PARANJOTHY & OTHMAM (1982), veri:ficaram em dendê 

que os embriões desenvolveram e :formaram plântulas somente 

em meio de cult.ura que cont.inham carvão at.ivado. O carvão 

ativado pode ser adicionado no meio de cultura a 0,3% 

aumentando-se a germinação e reduzindo o escurecimento do 

explante (TISSERAT ,1987). 

A transferência de plânt.ulas para condições 

ex-vitro necessita de uma metodologia que devolva aos 

poucos as características aut.otró:ficas da planta. Para isso, 

as plântulas de macaúba :foram trans:feridas para subst.ratos e 

mantidas em condições de alt.a umidade por 3 a 4 semanas, 

conforme recomenda CHOO (1984) para palmeiras. 

A sobrevivência das plântulas de palmeiras 

parece estar associada com a alt.ura no momento da 

t.rans:ferência para as condições "ex vitro". Plânt.ulas 

menores que 8 cm apresentaram t.axa de sobrevi vência 

reduzida. O sust.rat.o :frequent.ement.e utilizado para palmeiras 

consiste de uma mist.ura de vermiculita e t.ur:fa na proporção 

de 1:1 (v/v), não autoclavados (TISSERAT,1987). 

Plantas de macaúba ,com alt.ura superior a 8 

cm, foram trans:feridas para vasos contendo esse substrat.o e 
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permaneceram em ambient.e com alt.a umidade por 4 semanas, em 

seguida as plant.as foram t.ransferidas para casa de veget.ação 

com umidade ambiente .• apresent.ando desenvolvi- ment.o normal 

coruorme Fi~ura 4. 

4.2 Est.udo fisiológico do cresciment.o e desen­

volviment.o. 

A formulação do meio MS (MURASHIGE a SKOOG, 

1962) que apresent.a alt.a concentração de nitrogênio causou 

redução na massa de matéria fresca/seca quando comparado com 

o meio de cultura com concentrações de ni t.rogênio 

correspondent.e à 50 e 25% da formulação de MS 1/2 e com 50% 

de ni t.rato e sem amônio e 25% de nitrato e sem amônio. 

Ausência de nitrato no meio de cultura af"et.a 

sensivelment.e a ~erminação e o desenvolvimento, enquanto que 

ausência de amônio parece t.er um efeit.o menos acent.uado. 

Ent.ret.ant.o, a presença conjunt.a de nit.rato e amônio com 

ní veis reduzidos à 50 e 25% exerceu iruluência fav6ravel na 

germinação e desenvolviment.o, apresent.ando-se consist.ente no 

seu desenvolviment.o como mostram as Figuras 5 e 6. 



Fig. 4. Aspect.o da plant.a após 4 semanas em 

condições ex uitro. 
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Fig. 5. Ef"eit.o de f"ont.es e concent.rações de nit.rogênio sobre 

o cresciment.o e desenvolviment.o de embriões 

zigót.icos. Média da massa de mat.éria f"resca de 10 

plant.as com acompanhament.o a cada 15 dias. 
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M81/2 M81/2 MS 1/4 M81/4 M81/4 
8/NH: 8/NO; 8/NHt S/NO; 

~ 80 DIAS I:ZJ 46 DIAS 

mm 76 DIAS O 90 DIAS 

Fig. 6. Ef'eit.o de f'ont.es e concent.rações de nit.rogênio sobre 

o cresciment.o e desenvolviment.o de embriões 

zigót.icos . Média da massa de mat.éria seca de 10 

plant.as com acompanhamento a cada 15 dias. 

Um aspect.o import.ant.e que deve ser salient.a-

do, é que t.odos os meios foram suplement.ados com casei na 

hidrolizada como font.e de nitro~ênio reduzido. 

A presença de ni t.ro~ênio reduzido no meio de 

crescimento é requerido para cont.inuar o cresciment.o de 

embriões zigót.icos em cult.ura. EEUWENS (1978),verificou um 

increment.o significat.ivo na massa de mat.éria fresca dos 

explant.es de C. nucifera e P. dactyl.ifera na presença deste 

compost.o. 

Tecidos de plant.as perenes t.êm frequent.ement.e 
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encont.rado melhor cresciment.o "in vit.ro" em meio cont.endo 

concent.rações menores de um ou mais íons (GEORGE 

SHERRINGTON, 1984). 

Para palmeiras a redução dos 

macronut.rient.es para a met.ade da concent.ração promoveu 

result.ados favoráveis para ~e:rminação e desenvolviment.o de 

plânt.ulas, obt.idos a part.ir de embriões zi~ót.icos (NWANKWO & 

KRIKORIAN, 1986). Result.ado semelhant.e foi observado para 

macaúba nest.e t.rabalho, onde a redução das font.es de 

nit.ro~ênio promoveu maior desenvolviment.o de plânt.ulas. 

4.3. Obt.enção de calos. 

4.3.1. Efeit.o da autoclavagem nos fit.orregu­

ladores. 

Em experiment.o ut.ilizando concent.rações de 

2,4-D inferiores a 45 m~/l, na maioria dos t.rat.ament.os 

ocorreu a ~erminação dos embriões t.ant.o para embriões 

extraí dos de frut.os maduros como imat.uros. As Fi~uras 7 e 8 

most.ram que aument.ando-se a concent.ração de auxina diminui o 

desenvolviment.o da radí cula 

re~iões com formação de calos:. 

e do caull culo, apresent.ando 

Nos t.rat.ament.os com concent.rações maiores de 

auxina (43,2 m~/D há uma t.endência a formação de calos, os 

quais 'tornaram-se visí veis na re~ião referent.e aos ápices 

(nó cot.iledonar). 
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Nas diferentes interações dos 

fitorre~uladores foi observado que as concentrações maiores 

de auxina promoveram a formação de calos, tanto para 

embriões de fruto maduro como imaturo (Fi~s. 7 e 8). 

A concentração dos fi torre~uladores no meio 

de cultura parece ser importante para indução de calos e 

possivelmente para a formação de embriões somáticos. 

Entretanto, result.ados preliminares evidenciaram que não só 

o balanço dos fit.orre~uladores, mas também a composição do 

meio desempenharam papéis preponderantes. Neste sent.ido, as 

modificações feitas no meio que passou a conter a metade da 

concentração de nitro~ênio da formulação de Murashi~e a 

Skoo~ e suplementada com uma font.e de nit.ro~ênio reduzido, a 

caseí na hidrolizada, apresentou 

processo de obtenção de calos. 

Os aminoácidos 

resultados favoráveis no 

são uma das font.es mais 

efet.ivas de nitro~ênio para plantas cultivadas in vitro. Não 

soment.e estimulam o crescimento mas também induzem a 

morfogênese e particularmente a embriogênese somática 

(GEORGE et ali i , 1987). 
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Fig. 7. Efeit.o do 2~4-D filt.rado na indução de calos em 

embriões de frutos imat.uros 
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Fig. 8. Efeit.o do 2~4-D filt.rado na indução de calos em 

embriões de frutos maduros 
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A p:ront.a disponibilidade de uma lont.e de 

nit.:rogênio pa:rece se:r impo:rt.ant.e pa:ra mant.e:r a célula em um 

est.ado indile:renciado ( GEORGE 8: SHERRINGTON. 1984). 

P:rat.icament.e t.odos os component.es em um meio 

de cult.u:ra podem af'et.a:r a mo:rlogênese in uitr-o. Sua 

composição po:rt.ant.o, é c:rí t.ica pa:ra a indução e exp:ressão de 

um p:rog:rama de emb:riogênese sornát.ica (GUERRA, 1989). 

VELLEGAR et. alii (1986), ve:riflcaram em 

alf'af'a que a composição qualit.at.iva e quant.it.at.iva do 

ni t.:rogênio, auxina e component.es osmót.icos pode af'et.a:r a 

expressão in uitro do p:rocesso da emb:riogênese somát.ica. 

Emb:riões oriundos de l:rut.os imat.uros most.:raram 

menor t.endência a formação de calos quando comparados com 

frut.os madu:ros (Figs. 7. e 8.), no ent.ant.o, a ge:rminação e o 

c:resciment.o most.:ra:ram-se favo:recidos. Ist.o indica que os 

lat.o:res que causam a do:rmência nas sement.es de macaúba surgem 

com a mat.uração do l:rut.o. Simi1a:rment.e CUTTER & WILSON 

(1954),obse:rva:ram que lat.o:res inibit.6:rios do c:resciment.o de 

embriões de coco est.avam present.es no frut.o madu:ro, 

ocasionando a dormência do embrião. 

GUERRA & HANDRO (1988), obt.ive:ram ge:rminação 

no:rmal em embriões de palmit.o (Euterpe edulis Mart..) em 

concent.:rações de at.é 50 mg/l de 2,4-D, sendo necessárias 

concent.:rações superio:res a essa pa:ra indução da embriogênese 

somát.ica. 

Tant.o os calos oriundos de embriões de frut.os 

madu:ros como imat.u:ros não demonst.ra:ram ca:ract.erí st.icas de 
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calos embrio~enét.icos. Sabe-se que monocot.iledôneas 

apresent.am difí ceis respost.as mor f o~enét.icas, além disso, em 

palmeiras a formação de calos é um processo ~radual e lent.o , 

sendo observado calos embrio~enét.icos após 4 a 6 meses (CID, 

1987; TISSERAT, 1987). 

Os t.rat.ament.os que apresent.aram formação de 

calos, quando foram t.ransferidos para a luz (fot.operí odo de 

16/8 horas, claro / escuro) apresent.aram aceleração no 

processo de escureciment.o. 

O escureciment.o do explant.e é considerado um 

dos aspect.os mais sérios relacionados com cult.ura dé t.ecidos 

de palmeiras. O escureciment.o t.em sido at.ribuí do a produção 

e oxidação de compost.o fenólicos que inibem o cresciment.o. A 

adição de carvão at.ivado t.em sido empre~ada com sucesso para 

prevenir o escureciment.o 

pesquisadores a ut.ilização 

em palmeiras. 

de ci t.ocinina e 

Para 

á~ar parece 

promover o escureciment.o (RABECHAULT &: MARTIN. 1976; MARTIN 

&: RABECHAULT, 1978). 

apresent.aram 

Embriões 

result.ados 

de frut.o 

coroli t.ant.es, 

maduro e imat.uro 

principalment.e com 

relação a cit.ocinina, onde, para embriões de frut.os imat.uros 

não promoveu result.ados favoráveis para indução de calos 

(Fi~s. 7 e 8). 

Para embriões de frut.os imat.uros inoculados 

em meio cont.endo a maior concent.ração de 2,4-D (43,2 m~/D, 

ocorreu a formação de calos, que Ioi observado ser 

inversament.e relacionado com a concent.ração de cit.ocinina. 
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Enquant.o que, para embriões de frut.os maduros, aument.ando-se 

a concent.ração de cit.ocinina houve a formação de calos mesmo 

em concent.rações menores de auxína (21,6 m~/D. Apesar dos 

embriões de frut.os maduros apresent.arem maior formação de 

calos (Fi~ura 9.), nenhum desses calos pro~rediu e não houve 

qualquer evidência de serem calos embrio~enét.icos. 

Notas .. 
3.6 

3 

2.6 

.2 

1.5 

1 2.4-0 mg/l 

0.6 

o 
O 0.06 0.6 1.0 2.6 

21-P mg/l 

Fig. 9. Avaliação do efeit.o dos fit.orregwadores 2~4-D e 

2i-P na indução e desenvolviment.o de caIos em 

embriões de frutos maduros de macaúba <avaliação 

feit.a 35 dias após a inoculação) 

Reforçando o fat.o de que alt.as concent.rações 

de auxína são essenciais para indução de calos, as 

concent.rações ut.ilizadas para macaúba nest.e experiment.o não 

foram suficient.es para suprimir a ~erminação de embriões 
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zi~ót.icos e consequen~emen~e i nduz i:r a embrio~ênese 

somá~ica. En~re~an~o, as modificações fei~as no meio básico 

foram favoráveis, sendo que mesmo com as concen~rações 

inadequadas de auxina ainda ocorreu Iormação de calos. 

Tan~o embriões de fru~os ima~uros (REYNOLDS & 

MURASHIGE. 1979) como de maduros (TISSERAT ,1979) são 

ut.ilizados como font.es de explan~es para ob~enção de calos. 

GUERRA & HANDRO (1988), u~ilizaram embriões maduros e 

imat.uros como fon~e de explan~e para indução da embrio~ênese 

somá~ica. Para macaúba embriões de fru~os maduros 

most.raram-se melhores como fon~e de explan~es para' indução 

de calos do que embriões de fru~os ima~uros. Nas 

concent.rações de 90 e 120 rng/l de 2,4-D em presenca ou 

ausência de 2i-P a formação de calos iniciou-se após duas 

semanas da inoculação. A concen~rações de 60 m~/l de 2,4-D 

combinado com t.odos os ní veis de 2i-P causaram redução na 

~erminação. 

A ci t.ocinina 2i-P, pareceu t.er pouco ou 

nenhum efeito na indução de calos. t.ant.o para os ~rat.amen~os 

man~idos à luz como no escuro. A adição simul~ânea de 

ci~ocininas parece promover bons resultados para al~umas 

palmeiras. como no caso da ~âmara, onde TISSERAT (1987). 

incluiu em seu prot.ocolo a ut.ilização de 2i-P. Por ou~ro 

lado. a inclusão de ci ~ocinina é ainda considerada incert.a 

(BRACKPOOL e~ alii. 1986). Para BLAKE (1983), a inclusão de 

ci~ocinina é irnpor~ant.e no desenvolviment.o das subsequen~es 

fases de embriões somá~icos e não na fase de indução de 
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calos. 

As Figuras 10 e 11 most.ram as médias das 

avaliações (not.as), leit.as no 35~ dia após a inoculação, 

comparando-se as diferenças no eleit.o da luz e do escuro na 

indução de calos, bem como da int.eração dos 

li t.orreguladores. Os t.rat.ament.os que formaram calos são 

most.rados na Tabela 

inoculação) os calos 

10. Nessa lase (após 35 dias 

apresent.aram baixa percent.agem 

da 

de 

oxidação. A comparação dos t.rat.ament.os mant.idos à luz e no 

escuro não most.rou dilerenças signilicat.ivas. A concent.ração 

de 60 mg/l de 2,4- D sem e com 2i-P mant.idos no escuro 

apresent.aram uma baixa percent.agem de embriões que lormaram 

calos e para os mant.idos à luz não houve formação de calos. 

Os calos eram de coloração amarela e 

compact.os e apresent.aram lent.o cresciment.o. Esses explant.es 

com calos, mant.idos nas concent.rações de 90 e 120 mg/l de 

2,4-D, apresent.aram lormação da part.e aérea na menor 

concent.ração (90 mg/D e t.endências a oxidação para a 

concent.ração maior (120 mg/D. Essas concent.rações que em 

out.ras palmeiras são ideais para induzir o processo de 

embriogênese somát.ica CREYNOLDS 8t MURASHIGE,1979), para 

macaúba t'oi insut'icient.e para suprimir o processo de 

germinação e, quando isso não ocorreu, os calos oxidaram. 
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Notas 3.6 
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O 
O 2 6 10 16 

21-P mgll 

Fig. 10. Avaliação do e~eito dos ~itorreguladores 2~4-D e 

2i-P na indução e desenvolvimento de calos em 

embriões maduros~ mantidos à luz (avaliação feita 

35 dias após inoculação) 
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Notas 4 

3.& 
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2.6 
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1.6 
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o 
o 2 6 10 16 

21-P mgll 

Fig. 11. Avaliação do efeito dos fito~~egulado~es 2~4-D e 

2i-P na indução e desenvolvimento de calos em 

emb~iões mad~os~ mantidos no esc~o (avaliação 

feita 35 dias ap6s inoculação) 
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Tabela 10. Avaliação do efeito da auto clavagem na indução e desenvolvimento de calos e 
oxidação após 35 dias da inoculação. 

Trat. N°tota! de % Oxidação % embriões sem N° de embriões % de embriões que 
2,4-D/ frascos desenvolvimento que formaram calos formaram calos 

2ip 
Claro Escuro Oaro Escuro Claro Escuro Oaro Escuro Claro 

mgIl 
Escuro 

60/0 6 10 O 4 O 40 

90/0 9 12 'D. 11 8,7 6 8 67 67 

120/0 12 15 16 8,3 13,3 9 13 75 87 

90/2 8 12 12,5 25 25 5 9 63 75 

120/2 13 20 5 15,4 10 11 17 85 85 

9015 15 19 13,3 21 13 15 86 79 

120/5 16 19 6,3 42 15 11 94 58 

60/10 9 12 O 3 O 25 

90/10 12 19 8,3 21 11 15 92 79 

120/10 12 18 8,3 -' 25 16,7 8 15 67 83 

60/15 12 15 O 6 O 40 

90{15 9 19 22 7 19 78 100 

120/15 9 19 11 22 31 6 13 67 63 

Esses resultados são confli tantes ao 

encontrado por TEIXEIRA et ali i (1986) que induziram calos 

em embriões de Acr-ocomia em meio contendo 450 I-lm de 2,4-D e 

obtiveram embriões somáticos os quais não progrediram. 

A autoclavagem dos fi torreguladores 

apresentou um efeito diferencial, quando comparados com 

baixas concentrações de fitorreguladores filt.rados, 

verificando-se que a concentração de 43,5 mg/l de 2,4-D 

filtrado induziu a formação de calos, enquanto que em 

concentrações de até 60 mg/l de 2,4-D autoclavado ocorreu 

germinação. 



63 

Para os tratamentos com 100, 150, 200 e 300 

m~/l de 2,4-D após duas semanas da inoculação apresentaram 

início de formação de calos, tanto para os fitorre~uladores 

filtrados como autoclavados. Para os tratamentos com 400 

m~/l de 2,4-D o iní cio de formação de calos ocorreu al~uns 

dias depois. 

Nos tratamentos com 2,4-D filtrado ocorreu 

maior indução e desenvolviment.o de calos na fase inicial 

comparado ao 2,4-D autoclavado, princi palmente para os 

tratamentos filtrados mantidos no escuro (Tabelas 11 e 12). 

Após essa :fase não houve di:ferenças si~niftcati v as. 

ocorrendo lento desenvolvimento dos calos os quais eram de 

aspect.o compacto com coloração amarela e tendência a 

oxidação com o passar do tempo. 

o efeito da autoclava~em do 2,4-D nas 

concentrações utilizadas não foi si~ni:ficati vo. A 

autoclava~em do 2,4-D apresent.ou um e:feito visí vel, quando 

ut.ilizado em concentrações menores (90 m~/D (Fi~s. 10 e 11). 

Parece evidente que há de~radação e/ou a adsorção mais rápida 

quando foram utilizadas concent.rações menores desta auxina 

autoclavada. Quando a concentração é aument.ada para ní veis 

superiores a 100 m~/l. mesmo que ocorra de~radação de parte 

dessa auxina pela autoclava~em e/ou adsorção pelo carvão 

ativado. a quantidade restante disponí vel é ainda su:ficiente 

para induzir calos. Outra evidência relevante é o et~eito 

favorável da ausência de luz no crescimento de calos e na 

redução do escurecimento. 
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Tabela 11. Avaliação do efeito da auto davagem do 2,4-0 na indução e desenvolvimento de 
calos. Observações após 30dias da inoculação, em meio com 2,4-D filtrado. 

Trat N° total de % Oxidação % embriões sem % germinação % de embriões que 
2.4-D frascos desenvolvimento formaram calos 
mgfl 

Garo Escuro Oaro Escuro Claro Escuro Claro Escuro C1a.ro Escuro 

O 18 19 16,67 16.67 10,53 66,67 89,47 

100 20 17 5 5,9 25 23,53 70 70,59 

150 17 15 6,67 52,94 26,67 47,06 66.67 

200 16 16 12,5 31,25 18,75 68,75 68,75 

300 15 16 12,5 46,67 56,25 53,33 31,25 

400 17 14 7,14 . 82,35 78,57 17,64 14,28 

Tabela 12 Avaliação do efeito da auto clavagem do 2,4-0 na indução e desenvolvimento de 
calos. Observações após 30 dias da inoculação, em meio com 2,4-0 auto dava do. 

Trat N° total de % Oxidação % embriões sem % germinação % de embriões que 
2,4-D fraSC06 desenvolvimento formaram calos 
mgll 

Claro Escuro Claro Escuro CIaro Escuro Claro Escuro Claro Escuro 
O 18 19 16,67 16,67 10,53 66,67 89,47 

100 15 14 13,33 26,67 14,28 60 85,71 
150 16 18 31,25 11,11 68,75 88,89 
200 16 15 12,5 43,75 13,33 43,15 86,67 
300 16 14 18,75 21,43 43,75 35,71 37,5 42,86 
400 20 19 45 26,31 30 31,58 25 42,11 
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As concent.rações de 150, 200, e 300 m~/l de 

2,4-D apresent.aram calos com a~re~ados prot.uberantes. tanto 

para o 2,4-D filt.rado como autoclavado. Esses t..ipos de calos 

foram pouco frequentes e não pro~rediram. 

SWANSON 8: TOMES (1980), apont.aram a 

inat..ivação do 2,4-D por est.erificação e YAMAKAWA et alií 

(1979), verificaram que IAA e 2,4-D em meio MS com sacarose 

não eram decompost.os pela aut.oclava~em. Mas, exposição à luz 

decompõem IAA. No entanto, poucos estudos têm sido feitos 

para analisar as mudanças no meio durante o preparo, 

armazenament.o e incubação com explantes (HAGEN 'et alii. 

1991). 

4.3.2. Indução de calos por 2~4-D em embriões 

zigóticos inteiros e cortados. 

Visando a obtenção de calos 

embrio~ênicos,examinou-se as diferentes re~iões do embrião 

quanto ao potencial embrio~ênico. devido principalmente a 

região referente ao haustório (lâmina cotiledonar), a qual é 

um ór~ão de reserva podendo, portanto, formar calos não 

desejáveis. 

o iní cio de formação de calos ocorreu após 10 

dias da inoculação, para ambos experimentos com 150, 200 e 

300 mg/l de 2,4-D. Na concentração de 100 mg/l de 2,4-D 

iniciou-se o processo de ~erminação enquanto que para a 

concent.ração de 400 m~/l ocorreu escurecimento do explante, 
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t.ant.o para os t.rat.ament.os mant.idos à luz como no escuro. 

Tant.o embriões pré- germinados inoculados int.eiros como os 

cort.ados apresent.aram o mesmo desenvolviment.o (Tabelas 13 e 

14) 

Tabela 13. Avaliação da indução de calos por 2,4-D em região 

do pecíolo cot.iledonar de embriões zigó t.icos. 

Observações após 30 dias de inoculação. 

No. de Repeticões 
Respost.as Morf'"ogenét.i CalS 

Tratament.o culturas viáveis 

2,4-D rng/l Claro Escuro Claro Escuro 

O 14 8 germi naç ão germinação 

100 10 12 germinação germi nação 

150 12 6 regiões com calos 
calos 

200 8 14 calos com calos 
escureciment.o 

300 6 7 calos calos 
escurecidos escurecidos 

400 5 6 calos calos 
oxidados oxi dados 
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Tabela 14. Avaliacão da indução de calos por- 2,4-D em 

embr-iões zi~ót.icos inoculados int.eir-os. 

Obser-vacões após 30 dias da inoculacão. 

No. de Repeticões 
Respostas morfogenéticas 

culturas viáveis 
Tratamento 
2.4-D mg/l Claro EscUI'o Claro Escuro 

O 18 17 ~erminação ~er-minação 

100 15 14 ~er-mi nação ~erminacão 

150 15 16 a I o n~ament.o calos 
com r-e~iões 

com calos 

200 18 19 calos calos 

300 15 14 calos calos 
escurec i dos es cur- ec i dos 

400 15 13 calos calos 
oxidados oxi dados 

Nas concent.r-ações de 100. 150 e 300 m~/l de 

2.4-D após 45 dias da inoculação loi obser-vada a lor-macão de 

calos com a~r-e~ados pr-ot.uberant.es. Na concent.racão de 400 

m~/l após oxidacão dos calos na lase inicial do 

desenvolviment.o. ocor-r-eu lor-mação de calos a par-t.ir- do 

t.ecido oxidado. Os calos com pr-o t. ube r-âncias crescer-am 

lent.ament.e e, em meios ausent.es de li t.or-r-e~ulador-, t.ender-am 

à oxidação. 

A seleção dos t.ecidos ut.ilizados como 
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explant.es é impor-t.ant.e paI'a que sejam ampliados os 

conheciment.os sobr-e os dois aspect.os mais cr-í t.icos da 

mor-fo~ênese in vitro de palmeir-as: a iniciação de calos e a 

indução da embr-io~ênese somát.ica (BLAKE, 1983). 

Um dos fat.or-es CI'í t.icos paI'a macaúba t.em sido 

o desenvolviment.o de calos e consequent.ement.e a indução da 

embI'io~ênese somát.ica. A for-mação de calos nessa palmeir-a 

inicia-se na r-e~ião I'elent.e aos ápices ( nó cot.iledonaI'), com 

I'Upt.UZ'3 dos t.ecidos. 

NAWANKWO 8: KRIKORIAM (1986), ver-ificaI'am no 

processo embr-io~enét.ico que quando embr-iões zigót.icos IOI'am 

ut.ilizados como explant.es ocorr-eu o desenvolviment.o da 

lâmina cot.iledonar- e do nó cot.iledonaI', mas a IOI'mação de 

calos embI'io~enét.icos ocorreu soment.e a paI't.iI' de t.ecidos do 

nó cot.iledonar-. Result.ados similar-es for-am ver-ificados por 

GERRA (1989), onde a lâmina I'e~I'edia nas condições de 

cult.ivo in vitro. enquant.o que os t.ecidos do nó cot.iledonaI' 

originavam embriões somá t.icos diI'et.ament.e sobr-e os t.ecidos 

epidér-micos, 

det.eI'minados 

const.i t.uindo-se em 

t.ecidos do embrião 

evidências de que 

zi~ót.ico apI'esent.avam 

pot.encial par-a se~uirem um pr-o~rama embr-io~enét.ico. 

Nem os calos Iormados de embr-iões int.eiI'os e 

nem os de embriões cor-t.ados evidenciaI'am caI'act.eI'í st.icas 

embI'io~ênicas si~nificat.i vaso 

A pI'é-~eI'minação diminuiu o pot.encial 

mOI'fo~enét.ico, vist.o que em concent.I'ações menor-es e i~ual de 

2,4-D em embr-iões inoculados int.eir-os e sem prévia 
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~erminação verificou-se o iní cio do processo de formação de 

calos enquant.o que com a pré-~erminação em concent.rações de 

at.é 200 m~/l de 2,4-D ocorreu o desenvolviment.o da lâmina 

cot.íledonar . 

Para Ammar 8: Benbadis! cit.ado por GERRA 

(1989),após a ~erminação do embrião zi~ót.ico parece exist.ir 

uma diminuição no pot.encial morfo~enét.ico. Ist.o reflet.e na 

menor capacidade dos explant.es em produzir calos 

embrio~enét.icos. 

4.3.3. Efeit.o do t.empo de exposição dos 

embriões ao 2,4-D na indução de calos. 

Esse experiment.o avaliou o t.empo de exposição 

do embrião ao 2,4-D necessário para indução de calos. 

Após 10 dias da inoculação os embriões que 

permaneceram durant.e 5 dias em exposição ao 2,4-D (100 m~/D 

e 2i-P (5 m~/D apresent.aram alon~ament.o do embrião similar 

ao ocorrido no cont.role (sem fit.orre~u1ador). Nos embriões 

com 10 dias de exposição ocorreu ent.umesciment.o do embrião 

na re~ião do pecí 010 cot.iledonar com aparent.e formação de 

1 
AMMAR, S. 8: BENBADIS, A. Mul t.i plicat.ion ve~et.at.i ve du 

palmier-dat.t.ier (Phoenix dactylifer-a L.) par la cult.ure 

de t.issus de jeunes issus de semís. C. r. hebb. Séan. 

Ac. Sei, Paris, 2484: 1789-1792, 1977. 
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calos. Para os t.rat.ament.os com o t.empo de exposição de 15 e 

20 dias e exposição diret.a, apresent.aram iní cio de formação 

de calos CFi(;. 12.). mas não foi suficient.e para suprimir o 

processo de (;erminação do embrião. 

~ ~ ~ ~ ~ 
1 I I I I 
O 5 10 15 20 

TEMPO ( DIAS) 

L--.-J 
1mm 

Fig. 12. Ef'eito do tempo de exposição dos embriões ao 2~4-D 

para indução de calos. Observações após 20 dias da 

inoculação 

Para SHARP et. alii (1980), a presença de 

fi t.orre(;uladores no meio de cult.ura t.ende a diminuir o 

pot.encial embrio(;enét.ico, sendo que est.as subst.âncias devem 

ser consideradas soment.e como a(;ent.es indut.i vos para a 

diferenciação. 

Em macaúba após 72 dias (11 semanas) da 

inoculação os embriões que permaneceram por 10 e 15 dias em 

meio com 2,4-D. apresent.aram desenvolviment.o da part.e 

aérea. Nos embriões que permaneceram por 20 dias, houve 

cresciment.o de calos, porém não persist.iram, ocorrendo nessa 

fase o desenvolviment.o da part.e aérea. Port.ant.o, para 
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macaúba, perí odo de exposição de at.é 20 dias é insuficient.e 

para suprimir o processo de germinação e induzir calos. 

Os embriões mant.idos em meio com 

fi t.orreguladores e sem t.ransferências , apresent.aram lent.o 

cresciment.o de calos os quais eram mais compact.os. Houve 

alguns calos com formação de part.e aérea, porém. menos 

frequent.es quando comparado com as exposições menores. 

4.3.4. Efeito de altas concentrações de 2~4-D 

na indução de calos. 

O efeit.o de altas concent.ração do 2,4-D na 

indução de calos é most.rado nas Tabelas 15 e 16. A maior 

porcent.agem de calos ocorreu nos t.rat.ament.os mant.idos no 

escuro. 

A formação de calos começou após duas semanas 

da inoculação. Os calos desenvolveram na região referent.e 

aos ápices 

concent.ração 

porcent.agem 

com 

de 

de 

rupt.ura dos t.ecidos dessa região. A 

100 mg/l de 2,4-D apresent.ou baixa 

indução de calos, onde ent.ão ocorreu 

germinação anormal com formação de part.e aérea. Embora a 

concent.ração de 100 mg/l de 2.4-D seja comument.e usada em 
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Tabela 15. Efeito de altas concentrações de ~4-D na indução e desenvolvimento de calos, 
mantidos à luz. Observações feitas após 40 dias de inoculação. 

Tratamento nOde % sem % com %de %de Respostas 

~4-Dmgfl repetição desenvo1/ oxidação germ. calos morl'ogenéticas 

O 35 5,7 4,3 90 germinação 

100 29 3,4 27,6 65,5 3,4 processo de germinação 
alongamento 

200 30 3,3 60 36.,7 calos com -0,5 cm e 
coloração amarela-
escura 

300 28 53,6 46.,4 calos .0,5cm e coloração 
amarela-escura, ten-
dência a oxidação 

400 30 40 40 20 calos amarelos-escuros, 
tendência a oxidação 

600 30 100 oxidação total dos calos 
~m iDí~iQ g~ fQ[Dla~Q 

Tabela 16. Efeito de altas concentrações de 2,4-0 na indução e desenvolvimento de calos, 
mantidos no escuro. Observações feitas após 40dias de inoculação. 

Tratamento nOde % sem % com %de %de Respostas 
2,4-Dmgl1 repetição desenvol! oxidação germ. calos morl'ogenéticas 

O 35 3,5 1,6 89,9 germinação 

100 29 13,8 75,9 10,3 processo de germinação 
fase de alongamento 

200 30 6.,6 20 73,3 calos amarelo-escuro 

300 29 17,2 8~7 calos amarelo-escuro 
com tendência a 
oxidação 

400 29 82,7 17,2 oxida<;ão dos calos em 
fase inicial de formação 

600 33 42,4 57,6 oxidação total dos calos 
em fase inicial de 
forma~o 
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cult..ura de t..ecidos de palmeiras, para macaúba essa 

concent..ração foi insuficient..e para suprimir o processo de 

germinação e indução de calos. Para diversos aut..ores, 

ent..ret..ant..o, essa concent..ração é suficient..ement..e adequada 

para induzir calos e promover embriogênese somát..ica 

(REYNOLDS &MURASHIGE, 1979; NWANKWO 8: KRIKORIAM. 1986; GERRA 

8: HANDRO,1988). 

As concent..rações de 200 e 300 mg/l de 2,4-D 

est..imulou a indução de calos. Esses calos apresent..aram lent..o 

cresciment..o e eram em geral compact..os e de coloração amarela 

com t..endências a oxidação apresent..ando escassos casos de 

formação de calos com agregados prot..uberant..es, os quais não 

progrediram. Quando foram ut..ilizadas concent..rações maiores 

de 2.4-D (400 e 600 mg/D após o iní cio de formação de calos 

ocorreu alt..a percent..agem de oxidação. 

AHÉE et.. ali i (1981), PANNETIER et. ali i (1981), 

obt..iveram calos de lent..o cresciment..o em dendê os quais. aos 

100 dias da inoculação. foram t..ransferidos para meio de 

cult..ura que diferiram quant.o ao t..ipo e concent..ração de 

fi t..orregulador ut..ilizado no meio primário, nos quais com 

sucessivas t..ransferências ocorreu a formação de est..rut.uras 

globulares. TISSERAT (1987), obt..eve produção de calos em 

t..âmarameio com 2,4-D <100 mg/D e 2i-P (3 mg/D. Esses calos 

apresent..aram lent.o cresciment..o , formando calos nodulares que 

foram subcult..ivados em meio BM sem reguladores, originando 

embriões somát..icos. 

Para macaúba verificou-se que após 80 dias da 
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inoculação, quando foi feit.a a ret.irada do fit.orre~ulador, no 

t.rat.ament.o que cont.inha 200 m~/l de 2,4-D ocorreram al~uns 

casos de calos que apresent.aram formação de cauli culo . Esse 

result.ado é similar ao verificado por NWANKWO & KRIKORIAN 

(1986), onde ocorreu a formação da part.e aérea em calos, 

ocasionando re~iões que persist.iram como calos 

Esses 

ou que 

formavam projeções semelhant.es a raízes. aut.ores 

at.ribuí ram esse fat.o a lon~a permanência do fit.orre~ulador no 

meio de cult.ura. Por out.ro lado, verificou-se que períodos de 

exposição ao 2,4-D menores que essa (80 dias) foram 

insuficient.es para suprimir os processos de ~ermina'ção. Além 

do mais, est.udos preliminares em macaúba most.raram que a 

redução do fit.orre~ulador no meio levou a um acent.uado 

processo de ~erminação irregular. 

De acordo com result.ados obt.idos para 

macaúba, o uso do 2,4-D e/ou as condições de cult.ivo não 

favoreceram a proliferação de calos e consequent.ement.e não 

induziram os processos embriogenét.icos. Acredi t.a-se que 

out.ros fat.ores podem est.ar envolvidos no processo como época 

adequada de t.ransferência, t.ipo e concent.ração de 

fit.orre~uladores ou a ut.ilização de out.ras subst.âncias como 

a~ent.es indut.ivos para a diferenciação. 

Além do 2,4-D ser conhecido como uma pot.ent.e 

auxina, ele t.ambém apresent.a al~umas caract.erí st.icas 

indesejáveis em cult.ura de calos, como a perda da capacidade 

de diferenciação em cult.uras prolon~adas, aberrações 

cromossômicas , mut.ações e poliploidia {SUNDERLAND, 1977; 
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NOVAK, 1981). 

Embora o uso do 2,4-D em ou1.ras palmeiras 

apresen1.e bons resul1.ados, para macaúba o seu uso não 

pareceu favorecer a indução de calos. 

4.3.5. Ef"eit.o do ácido 4-amino-3,5,6,- t.ri-

cloropicolinico (picloram) na indução 

de calos. 

o picloram tem sido usado com sucesso em 

cul1.ura de 1.ecidos de várias plantas por não causar efeit.o 

adverso em calos ou na regeneZ'ação de plan1.as (COLLINS et 

alii, 1978; OMAR 8: NOVAK, 1990), além de induzir a 

embriogênese somá1.ica em palmeiras (VALVERDE et alii, 1987; 

OMAR & NOVAK, 1990). Por1.anto, o obje1.ivo desse experiment.o 

foi de es1.udar e verificar o efeito do picloram na indução 

de calos e expressão morfogené1.ica. 

Os embriões zigóticos de frutos maduros foram 

cul1.ivados in vitro em meio de cul1.ura con1.endo diferentes 

concen1.rações de picloram. Após 10 dias da inoculação foi 

possí vel verificar o iní cio de desenvolviment.o de calos. 

O desenvolvimento dos calos foram 

acompanhados no in1.ervalo de 30 e 60 dias após inoculação, 

a1.ribuí ndo-se no1.as de zero a 1.Z'ês. Zero sendo atribuí do às 

culturas sem desenvolvimento aparente de calos e três para 

calos com caracterí s1.icas embriogênicas. 

A Figura 13 mostZ'a as médias das avaliações 
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Cnot.as) comparando-se as .r-espost.as morfogenét.icas . É 

possí vel verificar que o picloram est.imulou a formação e o 

desenvolviment.o de calos nas concent.rações de 25 a 200 mg/l, 

sendo que no cont.role e na menor concent.ração C10 mg/D 

ocorreu a germinação dos embriões. 

Notas 2.6 r-------------------------, 

2 

1.6 

1 

0.6 

o~--~------~--~ww 

o 10 26 60 100 

_ CLARO _ ESCURO ~ 

200 

Pleloram 
(mg/!) 

Fig. 13. Avaliação do efeito do picloram na indução e 

desenvolvimento de calos. Observações feitas 30 

dias após inoculação 

Para os t.rat.ament.os com 25 e 50 mg/l de 

picloram ocorreu o alongament.o do embrião com formação de 

calos com aspect.o globular. Nos t.rat.ament.os com 100 e 200 

mg/l de picloram ocorreu a rupt.ura dos t.ecidos na região 

referent.e aos ápices ( nó cot.iledonar), e formação de calos 

~lobulares nessa re~ião. Essas observações foram verificadas 

t.ant.o para os t.rat.ament.os mant.idos à luz como no escuro, 



77 

porém com maior desenvolvimento para os tratamentos mantidos 

no escuro. 

Os cruos apresen~aram len~o crescimen~o e 

desenvolviment.o o que parece ser carac~erí stica comum em 

palmeiras, como já verificado em diversos sis~emas (AHÉE e~ 

ali!, 1981; PANNETIER et. ali i , 1981; BHALLA -SARIN et. ali i , 

1986). 

A f'ormação de cruos com caract.erí st.icas 

embriogênicas apareceu em macaúba aos 50 dias da inoculação. 

Nos t.rat.ament.os com 25 e 50 mg/l de picloram f'oi observada a 

f'ormação de cruos globulares na região oposta aos ápices 

ocorrendo a f'ormação de estrutura branca compact.a ref'erent.e 

a t.ecidos remanescent.es do embrião (Fig. 14). Nas 

concent.rações de 100 e 200 mg/l, ocorreu a f'ormação de calos 

globulares sem que houvesse o alongamento do explant.e (Fig. 

15). 

A Figura 16 mostra a avaliação (not.as) de 

cruos com caract.eríst.icas embriogênicas. com f'ormação de 

agregado de est.rut.uras globulares. É possí vel verif'icar que 

o picloram est.imulou a f'ormação de agregados globulares, 

sendo as concent.rações de 50 e 100 mg/l as que apresent.aram 

melhor desenvolviment.o. A concent.ração de 200 mg/l exerceu 

um ef'eit.o est.imulador menos acent.uado do que as 

concent.rações de 25, 50 e 100 mg/l. 
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Fig. 14. Estruturas globulares Cormadas na região oposta aos 

ápices com alongaJnento do embrião. Tratamento com 

25 mg/l de picloram. Observações após 80 dias da 

inoculação 
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Fig. 15. Formação de agregados globulares sem expansão do 

embrião. Tratamento com 100 Jn(;/l de picloram. Após 

80 dias da inoculação 
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Fig. 16. Avaliação do efeito do picloram na indução e 

desenvolvimento de calos com caractel"í sticas 

embriogênicas. Observações feitas após 60 dias da 

inoculação 

Após 50 dias da inoculação quando as 

est.rut.u:r-as globulares est.avam bem evident.es. o picloram foi 

removido do meio e para melhoI' desenvolviment.o foi ut.ilizado 

meio com dupla camada, sendo a inferior sólida e com carvão 

at.ivado e a superior li quida e sem carvão. A t.ransferência do 

expLant.e cont.endo essas est.rut.u:r-as facilit.ou a visualização 

de agz'egados globulares (Fig. 17) e e mais alongadas (Fig. 
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18) e t.ambém a separação dessas est.rut.uras. Result.ado 

semelhant.e roi obt.ido por VALVERDE et. alii (1987), onde calos 

são dist.in~uidos de calos primários por secundários 

apresent.arem uma coloração amarela clara e est.rut.uras 

~lobulares embrio~ênicas, as quais são racilment.e separadas 

dos calos. 

Para ZIV 8: GADASI (1986) a utilização da 

dupla camada de meio permit.iu o cresciment.o normal de 

embrióides de Cucumis satilJus L .. No ent.ant.o, para macaúba a 

ut.ilização desse meio reduziu o ní vel de oxidação, mas, 

ainda assim, ocorreu oxidação do explant.e. 

A furmação de agregado de est.rut.uras 

globulares roi veriricada após 50 a 100 dias da inoculação. 

Vários est.ágios morrogenét.icos roram observados, podendo ser 

just.iricados provavelment.e pela het.erogeneidade do explant.e 

ut.ilizado. Por out.ro lado. o desenvolviment.o de embriões 

somát.icos ocorre rrequent.ement.e em palmeiras de rorma 

assincronizada, ist.o é, veriricam-se t.odos os est.ágios da 

embriogênese sobre o mesmo explant.e (GUERRA .• 1989). 

Morrologicament.e as est.rut.uras globulares e 

alongadas apresentaram caract.erí sticas t.í picas de estruturas 

embriogênicas. pois segundo WILLIAM &: MAHESWARAM (1986) as 

células embriogênicas apresentam uma série de aspect.os 

comuns que são característ.icas de células meristemát.icas as 

quais 1~oram clarament.e present.es nas estruturas acima. A 

maior part.e dessas caract.eríst.icas roram observadas nos 

cortes histológicos dos t.ecidos com caract.erí sticas 
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embriogênicas em macaúba Cit.em 4.3.7.). 

Fig. 17. Agregados de est.rut.uras globulares formadas sem 

expansão do embrião 
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Fig. t8. Agregados de estruturas mais alongadas formadas sem 

expansão do embrião 

Embora as estruturas ~lobulares e alon~adas 

quando isoladas não desenvolveram ou apresentaram escassos 

casos de emissão de apêndice similar a raí zes nas est.rut.lll'as 

alon~adas .. o uso do picloram most.rou-se eret.ivo para induzir 

calos embrio~ênicos apresent.ando ~rande pot.encial para 

obt.enção de embriões somá t.icos em macaúba. desde que ocorra 

a ot.imização adequada da condição e manut.enção de cult.ivo. 
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4.3.6. ECei t.o da concentração de cálcio no 

meio de cultura cont.ento picloram na 

indução de calos e embriogênese. 

o aumento da concentração de cálcio no meio de 

cultura tem resultado no aumento da expressão do potencial 

embriogênico <ZIV 8: GADASI, 1986; ]ANSEN et alii, 1990). O 

cálcio pode medlar algumas respostas f'isiológicas 

direcionadas por citocinina <ALLAN 8: HEPLER. 1989) e auxinas 

<ALLAN HEPLER, 1989; GUERRA, 1989). O objetivo desse 

experimento :foi o de veri:ficar o papel do cálcio na 'regulação 

do processo da embriogênese somática. Para tanto, :foi 

estabelecido um experimento utilizando meio de cult.ura 

contendo di:ferentes combinações de cálcio e picloram. 

O í nicio de :formação de calos ocorreu após 10 

dias da inoculação. Notáveis modificações :foram veri:ficadas 

a partir dessa :fase. 

O efeito do cálcio :foi verificado após 40 

dias da inoculação e estão representados na Tabela 17. É 

possí vel verificar que concentrações menores de cálcio junto 

com as diferentes concentrações de picloram, estimularam a 

:formação de calos, sendo que as: concentrações de -9 0,75.10 - e 

-3 
1,5.10 M de cálcio apresentaram as maiores incidências de 

calos. A concentração de 0,75 10 - 3 M de cálcio foi utilizada 

no experimento com picloram <item 4.3.5.) apresentando 

resultados similares. As evidências de que as concentrações 
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Tabela 17. Avaliação do efeito do picloram e cálcio na indução e desenvolvimento de calos. 
Observa~ões feitas 40dias após inoculação. 

Tratamento Repetições % sem % com % com %de % de calos 

Picloram Cálcio 
desenvolvi- tendência oxidação germinação 

mgll M 
mento do escu-

recimento 

0- 0,75xl0·3 
35 2,8 28,6 68,6 

10 - ~)75xl0·3 , 31 3,2 32,2 16,1 48,4 

25 - 0,75x10·3 38 5,3 31,6 63,1 

SO - 0,75x10·3 39 17,9 82,0 

100 - 0,75xl0·3 40 2,5 97,5 

200 - O,75xl0·3 
35 11,4- 88,6 

O -1,5x10·3 39 12,8 87,2 

10 - 15xl0·3 , 37 29,7 10,8 8,1 51,3 

25 - 15x10·3 , 34 11,8 17,6 70,6 

SO - ~5x10·3 37 5,4- 8,1 36,5 

100 - 1,5xl0·3 37 32,4- 8,1 62,1 

200 - 1,5xl0·3 40 57,5 42,5 

0- 3KI0·3 39 38,5 61,5 

10 - 3KI0·3 28 64,3 35,7 

25 - 3.x10·3 36 27,8 33,3 38,9 

50 - 3xl0·3 38 39,S 10,5 SO,O 

100 - 3x1O.3 40 12,5 7,5 80,0 

200 - 3xl0·3 38 36,8 2,6 60,5 

0- 6x10·3 38 26,3 52,6 21 

10 - 6xl0·3 35 2S,6 25,7 8,6 11,4 25,7 

25 - 6x10·3 35 17,1 28,6 11,4 42,8 

SO - flc10·3 37 35,1 29,7 35,1 

100 - 6xl0·3 37 59,4- 2,7 37,8 

200 - 6xl0·3 36 57,5 8,3 27,8 
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menores de cálcio foram mais efetivas para estimular a 

formação de calos, está relacionada com o decrescímo linear 

da porcentagem de calos na medida em que aumentou a 

concentração de cálcio, Esse decrescímo teve significância 

estatí stica para concentrações de 50. 100 e 200 mg/l de 

picloram (Tabela 18.). Já para as concentrações de 10 e 25 

mg/l de picloram estimou-se um coeficiente linear negativo, 

porém não significativo estatísticamente. 

Tabela 18. Regressão polinomial para ní veis de cálcio dentro 

dos ní veis de picloram (Regressão linear). 

Concent.racão Equacões Significância 
de Picloram (rng/D 

10 

25 

50 91,4696 - 9,9803 

100 94,9348 - 9.0968 

200 78.9478 - 8,5681 

++ 
Ca 

++ 
Ca 

++ 
Ca 

NS 

NS 

* 
* 

* 

NS - não significati vo ao nível de 95% de confiança pelo 
teste F de Snedecor. 

* - significativo ao ní vel 
teste F de Snedecor. 

de 95% de confiança pelo 

Em algumas espécies de plantas o aumento de 

CaCLz no meio resultou no aumento do potencial 

embriogenético (ZIV 8: GADASI, 1986; JANSEN et alii, 1990). 

Esses resultados são contrários ao constatado no presente 

experimento. Quando o aumento de cálcio foi igual a 
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concent.ração do meio de MS e superior a est.a o seu efeit.o 

foi menos est.imulador, apresent.ando melhor desenvolviment.o 

nas concent.rações menores ( 
-3 

0.7.10 e 
-3 1,8.10 M). 

out.ro lado, em palmeiras como o coco (c. nucifera), o 

aument.o de cálcio, pot.ássio e :fósforo, est.imulou o 

cresciment.o de calos. No ent.ant.o. o cálcio t.eve um efeit.o 

menos acent.uado (EEUWENS,1976). 

São escassos os relat.os sobre o efeit.o de cálcio 

na embrio~ênese somá t.ica. mas í ons como cálcio podem mediar 

muit.as das respost.as direcionadas pelos re~uladores de 

cresciment.o em plant.as (GUERRA,1989). 

JANSEN et. ali i (1990), relat.aram que o 

aument.o de cálcio no meio pode neut.ralizar o efeit.o 

inibit.ório do 2.4-D na embrio~ênese somát.ica. No ent.ant.o, 

cert.os problemas associados com uso do 2,4-D em cult.ura de 

t.ecido não foram observados quando picloram :foi ut.ilizado 

(COLLINS et. alii. 1978). 

As concent.rações menores de cálcio, quando 

combinadas com as diferent.es concent.rações de picloram foram 

mais efet.ivas no desenvolviment.o de calos. Esses calos 

~lobulares cresceram e desenvol veram lent.ament.e, 

acompanhados por vários t.ipos mor:fogenét.icos de acordo com 

os t.rat.ament.os. Est.at.íst.icament.e observou-se um comport.ament.o 

quadrá t.ico da porcent.a~em de calos na medida em que aument.ou 

a concent.ração de picloram. A única re~ressão quadrá t.ica não 

significat.iva :foi encont.rada para o ní vel de 6. 10 -3M de 

cálcio (Tabela 19.). 
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Est.at.í st.icament.e foi possí vel ver-iflcar que 

para as concent.r-ações de cálcio em que houve difer-enças 

significat.i vas, a máxima pr-odução de calos ent.r-e as 

concent.r-ações de piclor-am ocor-r-eu ent.r-e 90 à 140 mg/l de 

piclor-am. Segundo as equações de r-egr-essão a combinação ideal 

para pr-odução de calos ser-ia 0.,75. 10-
3
M de cálcio e 130 mg/l 

de piclor-am. No ent.ant.0, nas dosagens exper-iment.adas a melhor-

combinação foi 0..75.10 -3M de cálcio e 100 mg/l de piclor-am. 

Tabela 19. Regr-essão polinomial para os ní veis de piclor-am 

dent.ro dos ní veis de cálcio 

quadrá t.ica). 

Concent.racão 
de cálcio (M) 

Equacão 

-3 
0,75.10 20,5796 + 1,4171 Picl.- O ,005438<Picl:Y 

1,5.10 
-3 

28,7287 + 1,0776 Picl.- O ,005152<Picl) 
2 

3.10 -3 -2,6545 + 1,3599 Picl.- O ,005226<PicD
2 

6.10 -3 

<Regressão 

Significância 

** 

** 

** 
NS 

NS - não significat.ivo ao nível de 95% de confianca pelo 
t.est.e F de Snedecor-. 

** - significat.ivo ao nível de 
t.est.e F de Snedecor-. 

99% de confianca pelo 

Com base nos result.ados obt.idos e na analise 

est.at.í st.ica do experiment.o envolvendo cálcio e piclor-am :foi 

elaborada analises de regressão polinomial, que possibilit.a 
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predizir os parâmet.ros referent.es as concent.racões de cálcio 

e picloram que permit.em a maximização dos result.ados. 

Na Fi~ura 19 pode-se verificar que, após 70 

dias da inoculação, os calos se apresent.avam em ~eral com 

a~regado de est.rut.uras globulares. As concent.rações maiores 

de cálcio (10- 3 e 2.10 - 3 M) most.raram uma maior t.endência a 

oxidação do que as concent.rações menores. 

Nessa fase, os agregados de est.rut.uras 

globulares (Fig. 20) apresent.aram caract.eríst.icas t.ípicas de 

est.rut.uras embriogênicas, as quais foram confirmadas at.ravés 

de cort.es hist.ológicos <it.em 4.3.7.). 



PICLORAM 
(mg/l) 

o 

10 

50 

100 

200 

90 

Fig. 19. Efeit.os do cálcio e picloraJn na indução e desen-

volvÍlnent.o de calos com caract.erí st.icas 

embriogênicas. Observações após 70 dias da 

inoculação 
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Fig. 20. Agregado de estruturas globulares com regiã.o cen­

tral com estruturas globulares translúcidas. Obser-

vações após 70 dias. 
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As est.rut.ut.ras ~lobulares e alon~adas 

isoladas ou em a~re~ados foram t.ransferidas para meio 

cont.endo baixas concent.rações de a~nas e cit.ocininas ou 

a~na e ácido giberélico; essas est.rut.uras não progrediram, 

ocorrendo oxidação. O mesmo foi observado para os a~regados 

de est.rut.uras ~lobulares e alon~adas que permaneceram em 

meio sem fi t.orre~uladores. ocorrendo escassos casos de 

est.rut.uras alon~adas que desenvolveram soment.e raiz. 

Similarment.e, RABECHAULT et. ali i (1970) relat.aram a formação 

de' "embrióides" sem observar a diferenciação de folhas e 

TEIXEIRA et. ali i (1986), obt.iveram a formação de 'embriões 

somát.icos em Acrocomia sem que ocorresse o seu 

desenvolviment.o. 

4.3.7. His'tologia 

Observações hist.oló~icas foram realizadas 

visando a análise das est.rut.uras ~lobulares (Fig. 14) e 

alongadas (Fig. 18), <isoladas, e numa fase post.erior de 

desenvolviment.o) a fim de compará -las com est.rut.uras 

embriogênicas verificadas em out.ras palmeiras. 

As observações visuais discut.idas no it.em 

4.3.5., demonst.raram que o primeiro event.o morfogenét.ico foi 

a formação de calos na re~ião ent.re o nó e a lâmina 

cot.iledonar result.ando na formação de est.rut.uras globulares 

(Fi~. 14) com respect.i vo cort.e t.ransversal na Fi~. 21. 

Observações a ní vel hist.oló~ico revelaram que as est.rut.uras 
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são const.i t.uí das por agregados de nódulos merist.emá t.icos 

<Fig. 21a) delimi t.ados por células maiores de aspect.o 

parenquimát.ico <Fig. 21b e 21e), algumas das quais apresent.am 

cont.eúdo diferent.e que reage com safranina <Fig. 21d). Na 

região superior do nódulo volt.ada para superfí cie ext.erior, 

algumas células degeneram e ext'oliam <Fig. 21c e 21d). Os 

nódulos <Fig. 21b) não são delimit.ados por uma prot.oderme, 

mas são const.it.uí dos por células curt.as, largas e com alt.a 

relação núcleo/cit.oplasma <Fig. 21e) que cont.rast.am com as 

células mais alongadas e est.rei t.as similares ás células 

procambiais, que est.ão present.es no int.erior dos nódulos 

<Fig. 21b e 21f). 

Segundo WILLIAN & MAHESWARAM (1986) as 

células t.ipicament.e embriogênicas apresent.am uma série de 

caract.erí st.icas comuns ás células merist.emá t.icas descri t.as 

para os nódulos de macaúba. Além 

apresent.am similaridades com a 

pró-embriogênicos fei t.a por GUERRA 

disso, 

descrição 

esses 

de 

nódulos 

nódulos 

(1989) em E. edulis, 

excet.o pela presença das células procambiais no int.erior dos 

nódulos de macaúba. Os nódulos merist.emá t.icos se 

morfogenét.icament.e compet.ent.es ou não apresent.am-se como 

est.rut.uras t.ípicas observadas em palmeiras (TISSERAT 

DEMASON, 1980; NWANKWO & KRIKORIAN, 1986; GUERRA, 1989). 

Na sequência do processo morfogenét.ico as 

est.rut.uras globulares referidas na Fig. 14, quando 

cult.ivadas com dupla camada de meio em ausência de picloram, 

evoluí ram para formas mais alongadas <Fig. 18). A Fig. 22a. 
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most.ra um cort.e lon~i t.udinal de uma dest.as est.r ut. UI" as 

<isoladas e numa tas e post.erior de desenvolviment.o). 

Observa-se que o nódulo descrit.o ant.eriorment.e, deixa de ser 

merist.emát.ico e passa a ser const.it.uí do predominant.ement.e 

por células de aspect.o parenquimá t.ico, ent.re as quais 

ocorrem idioblast.os cujo cont.eúdo rea~e com satranina. Nest.a 

tase, as células procambiais já diterenciaram em t.ecidos 

vasculares. A presença de element.os t.raqueais podem ser 

observados na Fi~. 22b. 
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Fig. 21. Cortes transversais mostrando um agregado de 

nódulos meristemáticos observados em estruturas 

globulares após 106 dias da inoculação formadas em 

meio de cultura contendo 25 mg/l de picloram: 

a) Aspecto geral do agregado de nódulos meristemá­

ticos. Seta mostrando um nódulo. 

b) Det.alhe da região de união ent.re os nódulos 

most.rando as células de aspect.o parenquimá t.ico. 

c) Det.alhe da região superior e ext.erna do nódulo 

most.rando algumas células se solt.ando. 

d) Det.alhe da fot.o ant.erior. A set.a indica a 

presença de idioblast.os. 

e) Det.alhe da região ent.re dois nódulos const.it.uí da 

de células de aspect.o parenquimá t.ico com baixa 

relação núcleo-ci t.oplasma em cont.rast.e com 

células dos nódulos t.ipicament.e merist.emát.icas 

com alt.a relação núcleo-cit.oplasma. 

f) Det.alhe da região int.erna do nódulo most.rando 

células procambiais <seta). 
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Fig. 22. Cortes longitudinais de uma estrutura alongada. 

Aspecto geral mostrando a or.ganização das células: 

a) Aspecto geral. 

b) Detalhe da região de vascularização. Nota-se a 

presença de elementos traqueais (seta). 



Com o 

algumas est.rut.uras 

desenvol viment.o. observou-se 

alongadas apresent.avam emissão 
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que 

de 

apêndices morfologicament.e similares a raí zes. Um dest.es 

apêndices é most.rado em cort.es t.ransversais na Fig. 23. Na 

região Cfig. 23a) que corresponde ao pont.o de união do 

t.ecido do nódulo alongado com o apêndice observa-se um 

conjunt.o de células cont.endo subst.âncias que reagem com 

safranina indicando t.rat.ar-se de compost.os fenólicos. Nas 

regiões CFig. 23b e 23c) que passam pelo apêndice, 

observa-se uma or~anização hist.oló~ica semelhant.e a 

est.rut.ura anat.ômica de raiz com parênquima cort.ical' amplo e 

cilindro vascular delimit.ado por células com espessament.os 

pariet.ais e compost.o por element.os t.raqueais do xilema 

alt.ernados com células floemá t.icas. Apêndices similares. 

foram observados por NWANKW'O 8: KRIKORIAN (1986) em E. 

cuineensis e foram referidos como est.rut.uras neomórficas. 

Um out.ro padrão morfo~enét.ico discut.ido no 

it.em 4.3.6., foi verificado durant.e a formação de calos na 

região do pecí 010 cot.iledonar em meio de cult.ura cont.endo 50 

mg/l de picloram.Esses calos evoluí ram para a~regados de 

est.rut.uras globulares 

cort.e t.ransversal 

<Fi~. 20), e 

na Fi~. 24. 

est.ão represent.ados em 

Est.es nódulos t.ambém 

merist.emá t.icos diferem daqueles já discut.idos por serem mais 

indi vidualizados CFig. 24a), por apresent.arem um gradient.e 

dist.int.o de t.amanhos de células que são maiores e de aspect.o 
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Fig. 23. Cortes transversais de um apêndice morfologicamente 

similar à raiz~ produzido por uma estrutura 

alongada: 

a) Região de contato entre o apêndice e a estrutura 

alongada. A seta indica um edioblasto. 

b) Visão geral do apêndice radicular most .... ando a 

organização semelhante a estrutura anatômica de 

uma .... aiz. 

c) Detalhe do cilindro centraL 
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Fig. 24. Cortes transversais do agregado de nódulos meriste­

máticos observados em estruturas globulares após 70 

dias da inoculação em meio contendo 50 rng/l de 

picloram: 

a) Visão geral do nódulo meristemático mostrando o 

gradiente de tamanho das células. 

b) Detalhe do nódulo meristemá ti co mostrando a 

presença de elementos traqueais do xilelRa; 
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parenquimá t.ico na região externa e menores com alt.a relação 

núcleo/cit.oplasma na região interna dos nódulos, além da 

presença de element.os t.raqueais já diferenciados na região 

cent.ral dos nódulos (Fig. 24b). 

Essas caract.erí sticas se assemelham àquelas 

encontradas por GUERRA (1989) na sequência de event.os que 

levou à embriogênese somát.ica em explant.es fotiéU'es de E. 

edulis. A descrição de nódulos justapost.os feit.a por esse 

pesquisador são est.rut.uralment.e similares a esses nódulos 

merist.emá t.icos. 

Na sequência de desenvolviment.o dos t.ipos 

morfogenét.icos est.udados no present.e t.rabalho verificou-se 

que essas est.rut.uras não progr-ediram, devido principalment.e 

a fat.ores relacionados com oxidação que ocorre já na fase de 

est.rut.ur-as globulares. E, de fat.o , hist.ologicament.e obser­

vou-se que essas est.rut.uras são const.it.uí das de células cu­

jo cont.eúdo reage com saÍranina indicando a presença de 

compost.os fenóticos. Um out.ro fat.or import.ant.e est.aria 

relacionado com o aspect.o nutricional e hormonal, que pode 

levar ao desenvolviment.o de estrut.ur-as embriônicas que não 

est.ão pront.as péU'a o desenvolviment.o , result.ando na formação 

de estrut.uras neomórÍÍcas (NWANKWO 8: KRIKORIAN, 1986). 

As céU'act.erí st.icas morfológicas e hist.ológi­

cas das est.rut.uras globuléU'es obt.idas em meio de cult.ura 

cont.endo picloram evidenciam a diferenciação dos explant.es 

formando regiões de crescimento merist.emát.ico com caract.e­

rí st.icas morfológicas e embriogênicas. Se ou não. est.as 
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est.rut.uras desenvolverão for-mando embriões somát.icos 

permanece par-a ser t.est.ado nas fut.uras pesquisas que darão 

cont.inuidade a est.e trabalho. 

Os est.udos hist.ológ-icos revelaram a presença 

de pot.encial morfog-enét.ico. 

car-acterí st.icas similar-es às 

evidenciando 

observadas 

uma 

na 

sér-ie de 

embrio~ênese 

somát.ica de outras palmeiras CTISSERAT & DE MASON, 1980; 

NWANKWO & KRIKORIAN, 1986; SCHWENDIMAN et. alii, 1988; 

GUERRA, 1989). 
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5. CONCLUSõES 

Os result.ados obt.idos na manipulação "in 

vit.ro" de células e t.ecidos de macaúba - Acrocomia aculeata 

(Jacg.) Loddiges nas condições do present.e t.rabalho, 

permit.em as seguint.es conclusões: 

A germinação e desenvolviment.o de plânt.ulas 

foram significant.ement.e favorecidas quando o meio MS cont.inha 

NO 
3 

"t-
e NH correspondent.e à 50 e 

4 
25% do meio MS. A ut.ilização 

de embriões zigót.icos oriundos de frut.os imaturos como 

explante evidenciou que os fatores que causam dormência da 

macaúba surgem com a maturação do í'ruto. 

Embriões oriundos de frut.os maduros 

most.raram-se melhores como font.e de explante para indução de 

calos do que embriões de frut.os imat.uros. 

A adição de 2,4-D em quaisquer das 

concent.rações estudadas não favoreceu a indução e 

desenvolviment.o de calos com caract.erí st.icas embriogênicas. 



respost.as 

Picloram, 

morfo~ênicas 

caract.erí st.icas embrio~ênicas. 

most.rou-se mais 

apresent.ando-se 

efet.ivo 

calos 
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nas 

com 

o cálcio no meio de cult.ura combinado com 

picloram facilit.ou a manifest.ação de pot.encial embriogênico 

em concent.rações correspondent.e à 25 e 50% do meio MS. 

As observações hist.ológicas confirmaram as 

caract.erí st.icas embrio~ênicas induzidas pelo picloram. 
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