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RESUMO 
ANDRADE, Ana Paula de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2014. 
Propagação clonal da palmeira macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) via 
embriogênese somática e estimativas de parâmetros genéticos. Orientador: Sérgio 
Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Edgard Augusto Toledo Picoli e Marcos Deon Vilela 
de Resende.          
 
O presente trabalho teve como objetivos, desenvolver um protocolo de embriogênese 

somática a partir de folíolos imaturos de macaúba, caracterizar o processo de indução através 

de estudos anatômicos e histoquímicos, estudar a variabilidade genética entre diferentes 

acessos da espécie bem como obter informações sobre o controle genético de características 

relacionadas à calogênese. Para indução da embriogênese somática utilizou-se segmentos 

foliares obtidos a partir de quatro plantas: duas com dois anos e duas com cinco anos de 

idade. Os calos foram subcultivados para meios de multiplicação o que possibilitou a 

formação de linhagens embriogênicas em um dos genótipos testados. As linhagens foram 

multiplicadas e submetidas à regeneração de embriões somáticos que, mais tarde, foram 

convertidos em dezenas de plântulas com parte aérea e raiz. Análises histológicas permitiram 

inferir sobre o padrão meristemático dos calos, e a formação de pró-embriões que deram 

origem às linhagens embriogênicas. Testes histoquímicos revelaram a presença de compostos 

polissacarídicos, mais precisamente pectina, substância reconhecidamente indicadora da 

ocorrência do processo de embriogênese somática. O estudo da variabilidade genética e 

obtenção das estimativas de parâmetros genéticos das características calogênese e oxidação, 

entre diferentes indivíduos cultivados in vitro, foram obtidos pela metodologia de modelos 

mistos, procedimento REML (Máxima Verossimilhança Restrita) /BLUP (Melhor Predição 

Linear não Viesada). Utilizou-se a metodologia de seleção pelo índice de rank médio com 

intuito de identificar indivíduos mais equilibrados quanto às características estudadas. O 

agrupamento pelo método de Tocher elucidou a formação de três grupos distintos, sendo o 

grupo mais numeroso composto em sua maioria por indivíduos de acessos procedentes do 

estado de Minas Gerais. 
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ABSTRACT 
ANDRADE, Ana Paula de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 2014. 
Cloning propagation of Macaw Palm (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) via 
somatic embryogenesis and estimation of genetic parameters. Adviser: Sérgio Yoshimitsu 
Motoike. Co-Advisers: Edgard Augusto Toledo Picoli and Marcos Deon Vilela de Resende.  
 
The present work had as objectives, to develop a protocol of somatic embryogenesis from 

immature macaw palm leaves, to characterize the process of induction throughout anatomical 

and histochemical studies, to study the genetic variability among different accesses of the 

species as well as to obtain information about genetic control of characteristics related to the 

callogenesis. To induce the somatic embryogenesis were used leave segments obtained from 

four plants: two with two years and two with five years. The callus were subcultivated in 

multiplication mediums, what made possible the formation of embryogenic lines in one of the 

studied genotypes. The lines were multiplied and submitted to regeneration of somatic 

embryos, that later, were turned into dozens of plants with fully formed shoot and root. 

Histological analyses permitted to infer about the meristematic pattern of the callus, and the 

formation of pro-embryos that gave origin to embryogenic lines. Histochemical tests revealed 

a presence of polysaccharides compounds, more precisely pectyne, recognized substances as 

indicators of the somatic embryogenesis process occurrence. The study of the genetic 

variability and obtaining the estimation of genetic parameters of the callogenesis 

characteristics and oxidation, among different accesses cultivated in vitro, were obtained by 

the methodology of mix models, procedure REML (Restricted Maximum Likelihood) / BLUP 

(Best Linear Unbiased Prediction). It was used the methodology of selection by the index 

average rank with the aim of identifying individuals more equilibrated for the studied 

characteristics. The grouping was done by the Tocher method which elucidated the formation 

of three different groups, being the biggest group composed by, mostly, individuals coming 

from the state of Minas Gerais.    
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1. Introdução Geral 

 
A busca por novas matérias-primas para a produção de energia renovável tem sido 

atualmente um dos principais focos de estudos no Brasil que, nos últimos anos, se destacou 

pela implementação de programas de incentivo à produção e uso de biocombustíveis. Apesar 

de possuir características edafoclimáticas favoráveis à produção de biomassa, a inexistência 

de matéria-prima em quantidade para a produção sustentável, do ponto de vista econômico e 

ambiental, inviabiliza a obtenção de uma escala adequada de biodiesel e o bioquerosene. 

Existe grande expectativa em relação às espécies oleaginosas perenes, sendo a 

macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Martius), apontada como uma planta de 

destaque, dada a sua elevada produtividade de óleo (extraído principalmente do mesocarpo 

dos frutos) e por se tratar de uma espécie tropical nativa com ocorrência em quase todo 

território brasileiro (Lorenzi, 2006; Motoike et al., 2013), constituindo-se em uma espécie 

típica do estado de Minas Gerais (Bondar, 1964; Tabai, 1992). 

Apesar do reconhecido potencial econômico, a exploração da macaúba ainda ocorre de 

forma extrativista em populações nativas, fazendo-se necessário à realização de estudos que 

vislumbram a domesticação da espécie bem como o desenvolvimento de plantios comerciais 

de clones elite com intuito de maximizar a produção.  

A embriogênese somática via cultura de tecidos constitui uma técnica promissora e de 

grande importância para plantas com dificuldade de serem multiplicadas vegetativamente, 

pois permite a propagação de plantas elite in vitro em larga escala com a utilização de 

pequeno espaço físico. Graças à totipotência celular vegetal, através de estímulos, as células 

somáticas são induzidas a formarem embriões somáticos morfologicamente semelhantes ao 

embrião zigótico e geneticamente idênticos às células que lhe deram origem (Sghaier et al., 

2008).  

Protocolos regenerativos baseados nesse processo têm sido relatados como 

promissores para a propagação de palmáceas como o açaí (Ledo et al., 2002), coqueiro (Sáenz 

et al., 2006; Perera et al., 2009), dendê (Kanchanapoom e Domyoas, 1999; Scherinski-Pereira 

et al., 2010; Thuzar et al., 2011), “palmeira de betel” (Wang et al., 2006), “palmeira garrafa” 

(Sarasan et al., 2002), palmeira juçara (Guerra e Handro, 1998; Saldanha et al., 2006), 

pupunha (Steinmacher et al., 2007a,b) e tamareira (Huong et al., 1999; Eke et al., 2005; 

Othmani et al., 2009). 

Experimentos de embriogênese somática em macaúba se iniciaram com Tabai (1992), 

com a indução de calogênese a partir de embriões zigóticos, testando as auxinas 2,4-D e 
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Picloram. Apesar de não ocorrer a formação de embriões somáticos, observou-se que o 

Picloram foi melhor na indução de calos quando comparado ao 2,4-D. 

O primeiro relato de obtenção de embriões somáticos de A. aculeata foi feito por 

Moura et al. (2009), que utilizaram embriões zigóticos e testaram diferentes auxinas: 2,4-D, 

Picloram, NOA e CPA (9,0 µM) combinadas ou não com 1,0 µM de TDZ. A formação de 

embriões somáticos foi maior com o uso da auxina Picloram. 

Dentre os diferentes fatores que podem influenciar na indução de embriogênese 

somática (Henry et al., 1994; Fehér et al., 2003; Namasivayam, 2007; Silva et al., 2012), o 

genótipo do material doador é citado como um dos mais importantes (Brown et al., 1995). 

Diferenças genéticas existentes dentro de uma mesma espécie podem resultar na variabilidade 

da competência in vitro (Henry et al., 1994).  

Compreender os fatores genéticos relacionados ao processo de indução da 

embriogênese somática pode auxiliar na seleção de genótipos mais responsivos à regeneração 

in vitro.  

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos a indução da embriogênese 

somática, caracterização anatômica e histoquímica dos calos e linhagens embriogênicas 

formadas, bem como o estudo da variabilidade genética e de informações sobre o controle 

genético de características relacionadas à fase de indução a partir de explantes foliares de 

macaúba. 
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CAPÍTULO 1 

 
 

Obtenção de linhagens embriogênicas em macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex 
Mart.) a partir de explantes foliares. 
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RESUMO 
ANDRADE, Ana Paula de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2014. 
Obtenção de linhagens embriogênicas em macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex 
Mart.) a partir de explantes foliares. Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. 
Coorientadores: Edgard Augusto Toledo Picoli e Marcos Deon Vilela de Resende.          
 

A embriogênese somática constitui um método eficiente para a propagação massal de espécies 

de palmeiras. Nesse trabalho é apresentada a primeira descrição da obtenção e manutenção de 

linhagens embriogênicas a partir de tecidos foliares de Acrocomia aculeata. O objetivo foi 

desenvolver um protocolo de embriogênese somática a partir de explantes foliares obtidos a 

partir de quatro genótipos: M1 e M2 com dois anos, e A51 e A56 com cinco anos de idade. 

Os explantes foram inoculados em meio de cultura básico (MB), constituído de sais e 

vitaminas Y3 acrescido de diferentes concentrações de Picloram (9,0; 18,0 e 36,0 μM). A 

indução de calos foi avaliada após 90 dias de cultivo no escuro, com efeito significativo do 

genótipo, concentração de Picloram, idade e interações testadas na formação de calos 

embriogênicos nodulares e oxidação completa dos explantes. Tanto para o genótipo M1 

quanto M2 (ambos com dois anos de idade), as concentrações de 18,0 e 36,0 μM de Picloram 

induziram maior formação de calo. Quanto à oxidação os genótipos A51 e A56, aqueles com 

cinco anos de idade, apresentaram maior número de explantes completamente oxidados 

quando cultivados em meio de cultura suplementado com 36,0 μM de Picloram. Os calos 

oriundos de explantes foliares de M1 e M2 foram subcultivados para os meios de 

multiplicação e após 100 dias, observou-se a diferenciação de embriões somáticos em meio 

contendo 9,0 μM de Picloram + 1.000 μM de Putrescina, e formação de linhagens 

embriogênicas em meio suplementado com 18,0 μM de Picloram + 1.000 μM de Putrescina. 

Para a regeneração dos embriões somáticos, as linhagens foram subcultivadas em meio MB, 

suplementado com 0,1 µM de 2,4-D, 1.000 µM de Putrescina e 3,0 g L-1 de carvão ativado. 

Dezenas de embriões foram convertidos em plântulas com parte aérea e raiz, após 90 dias em 

meio de germinação contendo 0,54 µM de ANA, 1.000 µM de Putrescina e 3,0 g L-1 de 

carvão ativado. Análises histológicas revelaram padrão meristemático dos calos e a formação 

de pró-embriões na região central do calo que deu origem às linhagens embriogênicas. Testes 

histoquímicos evidenciaram a presença de pectinas nas culturas embriogênicas sugerindo que 

substâncias dessa natureza podem ser consideradas como marcadores celulares para a 

aquisição da competência embriogênica em macaúba. 

 

 
 



7 
 

ABSTRACT 
ANDRADE, Ana Paula de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 2014. 
Obtaining of embryogenic lines in Macaw Palm (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex 
Mart.) from leaf explants. Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co- Advisers: Edgard 
Augusto Toledo Picoli and Marcos Deon Vilela de Resende. 
 

The somatic embryogenesis constituted an efficient method for mass propagation of the palm 

species. In this work is presented the first description of the obtaining and maintaining of 

embryogenic lines from leaf tissues of Acrocomia aculeata. The objective was to develop an 

embryogenesis somatic protocol from leaf explants obtained from four genotypes: M1 and 

M2 with two years, and A51 and A56 with five years. The explants were inoculated in  basic 

culture medium (MB), constituted of salts and vitamins Y3 supplemented of different 

concentrations of Picloram(9,0; 18,0 and 36,0 μM). The callus induction was evaluated after 

90 days of cultured in the dark, with a significant effect on the genotype, concentration of 

Picloram, age and tested interactions in the formation of nod embryogenic callus and 

complete oxidation of the explants. Both the genotype M1 and M2 (both with two years), the 

concentrations of 18,0 and 36,0 μM of Picloram induced greater callus formation. As for the 

oxidation of the genotypes A51 and A56, those with five years, presented greater number of 

explants completely oxidized when cultivated in culture medium supplemented with 36,0 μM 

of Putrescine, and formation of embryogenic lines in supplemented medium with 18,0 μM of 

Picloram + 1.000 μM of Putrescine.   For the somatic embryos regeneration, the lines were 

subcultivated in medium MB, supplemented with 0,1 μM of 2-4-D, 1000 μM of Putrescine 

and 3,0 g L-1  of activated charcoal. Dozens of embryos were turned into plants with shoot and 

root, after 90 days in germination medium containing 0,54 µM of NAA, 1000 µM of 

Putrescine and 3,0 g L-1  of activated charcoal. Histologic analysis revealed a meristematic 

pattern of the callus and in the forming of pro-embryos in the central region of the callus that 

gave origin to the embryogenic lines. Histochemical tests showed the presence of pectins, in 

the embryogenic cultures suggesting that substances of that nature can be considered as cell 

markers for the acquisition of embryogenic competence in Macaw Palm. 
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1. Introdução 

 
Diminuir as emissões dos gases de efeito estufa causadores do aquecimento global, é 

uma das principais razões para o atual esforço internacional que visa à substituição dos 

combustíveis fósseis por fontes de energia limpa. Diante do cenário atual, o Brasil se destaca 

pela implementação de programas de incentivo à produção e uso de biocombustíveis, 

apontado como detentor de enorme potencial para produção de biomassa, tendo em vista suas 

condições favoráveis de solo e clima.  

O principal entrave que inviabiliza a obtenção de uma escala adequada de 

biocombustíveis, contribuindo assim, para a construção da matriz brasileira de combustíveis 

renováveis, sobretudo o biodiesel e o bioquerosene, é a inexistência de matéria-prima em 

quantidade para a produção sustentável, do ponto de vista econômico e ambiental, desses 

combustíveis.  

Entre as espécies oleaginosas candidatas à produção de biodiesel e bioquerosene, a 

palmeira macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) se destaca por ser altamente 

produtiva e nativa de várias regiões do Brasil, apresentando adaptação a diversos ambientes 

(Lorenzi, 2006; Motoike et al., 2013). O valor econômico da macaúba pode ser avaliado pelas 

amplas possibilidades de seu aproveitamento, com destaque para o fruto que é rico em óleo, o 

qual se concentra no mesocarpo e na amêndoa, com vasta aplicação no setor industrial e 

energético (Teixeira, 2005). 

O óleo extraído do mesocarpo apresenta alto teor de ácidos graxos insaturados, sendo 

o ácido oleico seu principal constituinte (concentração acima de 60%) (Bora e Rocha, 2004; 

Hiane et al., 2006), o que confere ao óleo da polpa excelente qualidade para a produção de 

biocombustíveis. O óleo extraído da amêndoa por sua vez, apresenta elevado teor de ácido 

láurico (38 - 45%) podendo ser utilizado na indústria de cosméticos (Fortes e Baugh, 1999; 

Bora e Rocha, 2004). Além das propriedades oleaginosas do fruto, o endocarpo da macaúba 

possui maior rendimento em carvão quando comparado à madeira de eucalipto, fato que se 

deve à presença de altos teores de lignina, característica geralmente apresentada pelas 

espécies da família Arecaceae (Oliveira et al., 2006). Aliada a essas características, a 

arquitetura da planta possibilita a adoção de sistema de cultivo consorciado com forrageiras 

ou outras espécies agrícolas de ciclo curto, bem como pastagem, tornando a produção de 

biocombustíveis sustentável (Motoike e Kuki, 2009). 

Apesar de todo potencial, sabe-se que a exploração dessa palmeira se dá de forma 

extrativista em populações nativas com elevada variabilidade genética (Abreu et al., 2011), e 



9 
 

com produção variável de frutos ao longo do ano, uma vez que sua reprodução, até o 

momento, ocorre via seminífera. Dessa forma, faz-se necessária a domesticação da macaúba 

com a seleção de genótipos superiores vislumbrando o estabelecimento de plantios comerciais 

de clones e consequente maximização da produção. Para tanto, alternativas de clonagem 

devem ser estudadas, uma vez que métodos convencionais de propagação vegetativa são 

ausentes para esta espécie. 

Nesse contexto, embriogênese somática via cultura de tecidos torna-se um método de 

multiplicação estratégico uma vez que células somáticas podem se diferenciar em embriões 

somáticos, morfologicamente semelhantes ao embrião zigótico (George et al., 2008) e 

geneticamente idênticos às células que o geraram (Sghaier et al., 2008). 

A clonagem via embriogênese somática mostra-se como técnica promissora para 

palmáceas como a macaúba (Moura et al., 2009) e demais espécies da família Arecaceae 

(Huong et. al., 1999; Kanchanapoom e Domyoas, 1999; Ledo et al., 2002; Eke et al., 2005; 

Saénz et al., 2006; Sané et al., 2006; Steinmacher et al., 2007a, b), devido a dificuldade de 

propagação das mesmas por outras técnicas.  

Experimentos de embriogênese somática em macaúba se iniciaram com Tabai (1992) 

com formação de agregados pró-embriogênicos e melhor desenvolvimento dos calos em meio 

de cultura acrescido da auxina Picloram. Os agregados pró-embriogênicos semelhantes a 

embriões somáticos não progrediram para fases mais avançadas da embriogênese, em 

detrimento de problemas relacionados com a oxidação fenólica. Moura et al. (2008 e 2009), 

relataram pela primeira vez o sucesso da embriogênese somática a partir de embriões 

zigóticos de macaúba. Contudo, para a propagação clonal de genótipos previamente avaliados 

como potenciais, o desenvolvimento de protocolos que permitem a regeneração de explantes 

obtidos de plantas adultas é necessário. 

Devido à necessidade de uma metodologia para propagação clonal de plantas elites de 

A. aculeata, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um protocolo de embriogênese 

somática a partir de folíolos imaturos, bem como caracterizar o processo através de estudos 

anatômicos e histoquímicos. 

 

2. Material e métodos 

2.1. Material vegetal e obtenção dos explantes 
 

O material vegetal utilizado como fonte de explantes constou de duas mudas da 

palmeira macaúba com dois anos de idade e duas plantas adultas com cinco anos de idade. As 
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mudas utilizadas foram obtidas no viveiro do Departamento de Fitotecnia, sendo provenientes 

de frutos coletados no município de Bocaiúva-MG e Belo Horizonte-MG. Plantas adultas, do 

Banco de Germoplasma instalado no Município de Araponga/MG, foram provenientes de 

frutos coletados nos municípios de Pitangui e Abaeté, Minas Gerais.  A escolha das mesmas 

foi aleatória atendendo o critério de disponibilidade na época de realização do trabalho. Os 

materiais vegetais utilizados foram identificados conforme a Tabela 1. 

 

Tabela 1. Genótipos utilizados como doadores de explantes foliares para indução de 
embriogênese somática em macaúba. 

Identificação Local de origem Idade  

M1 Bocaiúva/MG 2 anos 

M2 Belo Horizonte/MG 2 anos 

A51 Pitangui/MG 5 anos 

A56 Abaeté/MG 5 anos 

 

As mudas foram dissecadas de forma cuidadosa, com auxílio de uma lâmina 

inoxidável, até atingir os folíolos imaturos. Na retirada do palmito das plantas adultas, onde 

os folíolos imaturos se encontravam protegidos, tomou-se o cuidado para que o meristema 

apical não fosse atingido, permitindo sua recuperação. Após a realização de diversos ensaios 

com intuito de determinar uma metodologia de corte não destrutivo da planta de macaúba, a 

coleta dos palmitos procedeu-se da seguinte forma: 

 

 Retirada da maioria das folhas abertas para facilitar o acesso à região do caule. Foram 

mantidas quatro folhas na região da base para permitir o crescimento continuado da 

planta após a retirada do palmito (Figura 1A); 

 Corte das folhas que compõem a flecha (Figura 1B); 

 Realização de sucessivos cortes de aproximadamente 10 cm em direção à base da 

planta (Figuras 1C-D) até atingir uma região onde o palmito (fonte doadora de folíolos 

imaturos) apresentasse coloração clara e aspecto macio (Figura 1E);  

 O corte do palmito foi realizado 35 cm desse ponto preservando a integridade do 

meristema (Figuras 1F-H), e foi cuidadosamente embalado em sacos plásticos (Figura 

1I) e transportado até o Laboratório de Cultura de Tecidos e Células Vegetais da 

Universidade Federal de Viçosa para a condução da etapa de desinfestação e obtenção 

dos explantes. 
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Figura 1. Retirada do palmito de macaúba (A. aculeata) (Ensaio 2). (A) Retirada da maioria 
das folhas abertas. (B) Corte das folhas que compõem a flecha. (C-D) Realização de 
sucessivos cortes de aproximadamente 10 cm em direção à base da planta até atingir uma 
região de interesse. (E) Folhas internas de coloração clara e aspecto macio, responsivas ao 
processo de indução de calogênese. (E-F) Marcação do ponto e realização do corte do 
palmito. (H) Manutenção da integridade do meristema após realização do corte. (I) 
Acondicionamento do palmito para ser transportado. 

 

Os folíolos imaturos foram submetidos à desinfestação em solução asséptica (1 % de 

hipoclorito de sódio) durante 10 min. Em seguida, foram enxaguados oito vezes com água 

destilada estéril em câmara de fluxo laminar. Após a desinfestação, os folíolos imaturos foram 

seccionados com auxílio de bisturi, em segmentos de aproximadamente 1 cm de 

comprimento. 
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2.2. Meio de cultura básico 
 

O meio de cultura básico (MB) foi composto por sais e vitaminas Y3 (Eeuwens, 

1978), 30 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de caseína hidrolisada, 100 mg L-1 de mio-inositol, 100 

mg L-1 de arginina, 100 mg L-1 de asparagina, 100 mg L-1 de glutamina, gelificados com 2,5 g 

L-1 de Phytagel® (Sigma, USA). O pH foi ajustado para 5,7 ± 0,1 antes de serem autoclavados 

por 20 minutos a 121 ºC e 1,5 atm. 

 

2.3. Indução de calos embriogênicos 
 

Os explantes foram inoculados em placas de Petri de poliestireno (90 x 15 mm) 

contendo 30 mL de meio de cultura básico (MB). Três concentrações de Picloram (9,0; 18,0 e 

36,0 μM) foram testadas neste meio. Os experimentos foram instalados em delineamento 

inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 3 x 2, constando de 4 genótipos (Tabela 1), 

3 concentrações da auxina Picloram (9,0; 18,0 e 36,0 μM) e duas idades (dois e cinco anos). 

Foram utilizadas 20 repetições por tratamento, sendo cada repetição composta por uma placa 

de Petri com quatro explantes.  

Após a inoculação dos explantes, as placas foram seladas com filme PVC (Rolopac®) 

e mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 1 °C na ausência de luz. Avaliações 

quanto a presença de contaminantes biológicos (bactérias e fungos) foram realizadas após 10 

dias de cultivo. O desenvolvimento dos calos foi acompanhado periodicamente, e após 60 

dias, os explantes calejados foram repicados para um novo meio de cultura, de mesma 

composição, permanecendo por mais 30 dias nessa condição. Após este período, procedeu-se 

a avaliação do material em resposta a concentração de Picloram. As avaliações realizadas 

foram: número de explantes por placa com a presença de calos nodulares e número de 

explantes por placa completamente oxidados, sem formação de calos. 

 Os dados obtidos foram transformados segundo raiz quadrada de (x + 0,5) e 

submetidos à análise de variância. Foram testados os 3 fatores isoladamente e as interações 

Genótipo x Concentração de Picloram e Idade x Concentração de Picloram. O fato de não ter 

todos os genótipos testados nas diferentes classes de idade, as interações Genótipo x Idade e 

Genótipo x Concentração de Picloram x Idade não foram testadas. As médias foram 

comparadas pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software estatístico Genes 

(Cruz, 2013). 
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2.4. Obtenção e multiplicação das linhagens embriogênicas 
 

Em função da menor frequência de indução de calos dos explantes obtidos das plantas 

A51 e A56, foram utilizados nessa fase apenas calos oriundos de explantes foliares de M1 e 

M2. 

Os calos obtidos na fase de indução da embriogênese somática foram subcultivados 

para meios de multiplicação em placas de Petri de poliestireno (90 x 15 mm), contendo 30 mL 

de meio de cultura basal (MB), suplementado com a mesma concentração de Picloram 

utilizada na fase de indução, acrescido ou não com 1.000 μM de poliamina Putrescina. 

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial 2 x 3 x 2: calos das plantas M1 e M2, 3 concentrações de Picloram (9,0; 18,0 e 36,0 

μM) e presença (1.000 μM) ou ausência de Putrescina, com 5 repetições. Cada repetição foi 

representada por uma placa de Petri com quatro massas calogênicas de aproximadamente 5 

mm de diâmetro.  

Após a inoculação, as placas foram seladas com filme PVC (Rolopac®) e mantidas em 

sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 1 °C na ausência de luz. A repicagem do material 

para meio de mesma composição foi realizada após 90 dias e acompanhado até o surgimento 

das linhagens embriogênicas. 

Após o surgimento das linhagens embriogênicas, essas foram subcultivadas em meio 

de cultura MB suplementado com 18 μM de Picloram e 1.000 μM de Putrescina, sendo 

repicadas a cada 60 dias. Nessa fase foram realizadas apenas avaliações descritivas. 

 

2.5. Regeneração e germinação dos embriões somáticos 
 

As linhagens embriogênicas foram acondicionadas em meio de regeneração após 

passarem pelo processo de multiplicação. O meio foi constituído de MB, suplementado com 

0,1 µM de 2,4-D, 1.000 µM de Putrescina (Carvalho, 2009; Corrêa, 2014) e 3,0 g L-1 de 

carvão ativado (Sigma, USA). As placas de Petri foram seladas com filme PVC (Rolopac®) e 

mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 1 °C na ausência de luz por 60 dias. 

Após esse período, os embriões somáticos obtidos foram individualizados e 

inoculados em tubo de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 mL do meio de germinação. O 

meio de cultura para germinação consistiu de MB suplementado com 0,54 µM de ANA, 1.000 

µM de Putrescina (Carvalho, 2009; Corrêa, 2014) e 3,0 g L-1 de carvão ativado (Sigma, USA). 

Os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento à 27 ± 1 °C com fotoperíodo de 16 
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horas/dia e irradiância de ± 40 µmol m-2 s-1 provida por lâmpadas tubulares de LED (18 W, 

Arapeva Iluminação LED).  Após 90 dias realizou-se a contagem do número de plântulas 

completamente formadas, ou seja, aquelas contendo parte aérea e raiz. 

 

2.6. Anatomia e histoquímica dos calos e linhagens embriogênicas 
 

Amostras de calos nodulares obtidos nas fases de indução e multiplicação (9,0 e 18,0 

µM de Picloram), e de linhagens embriogênicas foram coletadas para estudo anatômico e 

histoquímico. 

Para a obtenção dos cortes anatômicos o material foi fixado em FAA50 (formol: ácido 

acético: álcool etílico 50 % na proporção de 5: 5: 90) durante 24 h, e estocadas em álcool 

etílico 70 %. As amostras fixadas foram então desidratadas em série etílica crescente (85 e 95 

%) por um período de 2 horas sob vácuo. Em seguida, as amostras foram pré-infiltradas em 

etanol 95 % e resina (1:1 v/v) durante 2 horas sob vácuo e incluídas em metacrilato 

(Historesin, Leica) durante 5 dias (2 horas sob vácuo/dia) para serem emblocadas em moldes 

plásticos. Obtidos os blocos, estes foram seccionados em cortes semifinos de 5 μm de 

espessura, utilizando-se micrótomo rotativo de avanço automático RM2265 com navalha de 

vidro.  

Os cortes foram corados com azul de toluidina (O’Brien e McCully, 1981) para 

caracterização estrutural; PAS (ácido periódico-reagente de Schiff; Feder e O’Brien, 1968) 

para polissacarídeos totais e vermelho de rutênio (Johansen, 1940) para detecção de pectina. 

As observações e fotomicrografias foram realizadas em fotomicroscópio Olympus Provis 

AX70, equipado com sistema U-photo, no Laboratório de Anatomia Vegetal da Universidade 

Federal de Viçosa. 

 

3. Resultados 

 
3.1. Indução de calos embriogênicos 
 

O índice de contaminação no presente estudo foi baixo, com a contaminação de apenas 

quatro explantes por fungos, indicando que a metodologia para o isolamento e desinfestação 

das folhas imaturas mostrou-se eficiente permitindo o estabelecimento in vitro dos explantes.  

O desenvolvimento de calos nodulares foi acompanhado periodicamente e aos 30 dias 

de cultivo nenhum explante havia calejado, mas, aos 60 dias, pode-se observar o início da 

formação dos mesmos. Após 90 dias de cultivo, houve efeito significativo do genótipo, 
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concentração de Picloram, idade e interações testadas na formação de calos embriogênicos 

nodulares e oxidação completa dos explantes (Tabela 2).  

 
Tabela 2. Resumo da análise de variância para indução de calos embriogênicos a partir de 
explantes foliares de macaúba (Acrocomia aculeata), para o número de explantes com a 
presença de calos embriogênicos nodulares e completamente oxidados após 90 dias de cultivo 
in vitro. 
 

F.V. 
G. 

L. 

S. Q. Q. M. F 

Calo Oxidação Calo Oxidação Calo Oxidação 

Genótipo 3 14,3167 4,7458 4,7722 1,5819 72,673* 15,899* 

Concentração de Picloram 2 1,0083 3,7750 0,5042 1,8875 7,678* 18,970* 

Idade 1 12,1500 4,0042 12,1500 4,0042 185,025* 40,243* 

Genót. X Conc. de Picloram 6 0,9583 3,0917 0,1597 0,5153 2,432* 5,179* 

Conc. de Picloram X Idade 2 0,7750 2,1583 0,3875 1,0792 5,901* 10,846* 

Resíduo 225 14,7750 22,3875 0,0657 0,0995 

  

      

    

Média geral   1,2417 1,2125     

  CV (%)   20,64 26,02         

*Significativo a 5 % de probabilidade pelo teste F. 

 
Independente da concentração de Picloram testada, o genótipo M1 mostrou-se superior 

quanto à formação de calos embriogênicos nodulares, não havendo diferença estatística entre 

os genótipos A51 e A56. Tanto para o genótipo M1 quanto M2, as concentrações de 18,0 e 

36,0 μM de Picloram induziram maior formação de calo (Tabela 3). Os calos obtidos 

apresentaram aspecto nodular, brilhante de coloração bege a amarelo claro e com estruturas 

globulares isoladas do restante do calo (calo tipo II, figuras 2A e B), caracterizado como 

embriogênico em ensaios anteriores. 

 

Tabela 3. Resposta morfogênica dos explantes foliares de macaúba (Acrocomia aculeata) 
após 90 dias de cultivo in vitro. Resultados médios da interação Genótipo x Concentração de 
Picloram na indução de calos embriogênicos nodulares. 
 

Genótipo 
Concentração de Picloram 

9,0 µM 18,0 µM 36,0 µM 

M1 1,4000 Ab 1,6500 Aa 1,7500 Aa 

M2 1,2000 Bb 1,4000 Ba 1,4000 Ba 

A51 1,0000 Ca 1,1000 Ca 1,0000 Ca 

A56 1,0000 Ca 1,0000 Ca 1,0000 Ca 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e 
minúscula na linha, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade. 
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Para a interação Idade x Concentração de Picloram, houve maior formação de calo nos 
explantes com dois anos de idade quando cultivados em meio basal suplementando com 18,0 
e 36,0 μM de Picloram (Tabela 4).  

 
Tabela 4. Resposta morfogênica dos explantes foliares de macaúba (Acrocomia aculeata) 
após 90 dias de cultivo in vitro. Resultados médios da interação Idade x Concentração de 
Picloram na indução de calos embriogênicos nodulares. 
 

Idade (anos) 
Concentração de Picloram 

9,0 µM 18,0 µM 36,0 µM 

2 1,3000 Ab 1,5250 Aa 1,5750 Aa 

5 1,0000 Ba 1,0500 Ba 1,0000 Ba 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e 
minúscula na linha, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade. 

 

Quanto à oxidação os genótipos A51 e A56, aqueles com cinco anos de idade, 

apresentaram maior número de explantes completamente oxidados quando cultivados em 

meio de cultura suplementado com 36,0 μM de Picloram (Tabelas 5 e 6) (Figura 2C).  

 
Tabela 5. Resposta morfogênica dos explantes foliares de macaúba (Acrocomia aculeata) 
após 90 dias de cultivo in vitro. Resultados médios da interação Genótipo x Concentração de 
Picloram na indução de explantes completamente oxidados. 
 

Genótipo 
Concentração de Picloram 

9,0 µM 18,0 µM 36,0 µM 

M1 1,0000 Aa 1,0500 Aa 1,0000 Aa 

M2 1,1000 Aa 1,1000 Aa 1,2500 Aa 

A51 1,1500 Ba 1,2000 Ba 1,8000 Bb 

A56 1,1500 Ba 1,2500 Ba 1,5000 Bb 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e 
minúscula na linha, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade. 
 

Tabela 6. Resposta morfogênica dos explantes foliares de macaúba (Acrocomia aculeata) 
após 90 dias de cultivo in vitro. Resultados médios da interação Idade x Concentração de 
Picloram na indução de explantes completamente oxidados. 
 

Idade (anos) 
Concentração de Picloram 

9,0 µM 18,0 µM 36,0 µM 

2 1,0500 Aa 1,0750 Aa 1,1250 Aa 

5 1,1500 Ba 1,2250 Ba 1,6500 Bb 
Médias seguidas de mesma letra não diferem estatisticamente entre si, maiúscula na coluna e 
minúscula na linha, pelo teste Tukey a 5 % de probabilidade. 
 

A análise histológica revelou a presença de células em intenso processo de divisão 

celular (coradas de azul) no interior dos calos e de uma camada de células colapsadas 
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delimitando-os (Figura 2D). Os nódulos característicos desse tipo de calo (tipo II) evoluíram 

para estruturas globulares que por vezes se desprendiam do tecido de origem (Figura 2E). No 

interior de algumas estruturas, observaram-se a formação de centros meristemáticos formados 

por grupos de células fortemente coradas pelo azul de toluidina (Figura 2F). Pode-se observar 

que os calos tiveram origem a partir do tecido parenquimático associado ao feixe vascular da 

folha (Figura 2F).  

A natureza polissacarídica das células do parênquima que deram origem aos calos 

(Figura 2G) e na camada de células colapsadas delimitando os calos obtidos na fase de 

indução (Figura 2H) foi evidente dado à reação positiva ao corante PAS. O teste com o 

corante vermelho de rutênio confirmou que esses compostos correspondiam a pectinas, dada à 

coloração vermelha das células (Figura 2I). 

 
3.2. Obtenção e multiplicação das linhagens embriogênicas 
 

Aos 100 dias observou-se a diferenciação de embriões somáticos em quatro massas 

calogênicas do genótipo M1 quando multiplicadas em meio acrescido de 9,0 µM de Picloram 

e 1.000 µM de Putrescina. Esses embriões apresentaram coloração branca e estavam 

fortemente soldados uns aos outros e aos calos que lhe deram origem, impossibilitando a 

separação dos mesmos (Figura 3A). Observou-se que esses embriões se originaram a partir de 

massas meristemáticas e consequente invaginação da protoderme (Figura 3B). Esses embriões 

não passaram pelo processo de germinação.   
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Figura 2. Indução de calos 
embriogênicos nodulares (tipo II) a 
partir de explantes foliares de macaúba 
após 90 dias de cultivo in vitro. (A-B) 
Calo embriogênico caracterizado pela 
coloração bege e amarelo claro, com 
aspecto nodular (setas indicam o calo). 
(C) Oxidação completa dos explantes, 
sem a ocorrência de calo. Secções 
transversais do calo embriogênico 
coradas com azul de toluidina (D-F), 
PAS (G e H) e vermelho de rutênio (I). 
(D) Calos embriogênicos nodulares com 
células coradas de azul em intenso 
processo de divisão celular (setas 
indicam camada de células colapsadas 
delimitando o calo). (E) Estrutura 
globular que por vezes se desprendiam 
do calo de origem (F) Calos originados 
a partir do tecido parenquimático 
associado ao feixe vascular da folha 
(seta branca indica o feixe vascular, seta 
preta indica formação do calo) com 
presença de centros meristemáticos. (G) 
Presença de polissacarídeos nas células 
do parênquima que deram origem aos 
calos (seta). (H) Células colapsadas 
ricas em polissacarídeos circundando os 
calos obtidos na fase de indução (setas 
indicam células colapsadas). (I) 
Evidência da presença de pectina nas 
células colapsadas (seta). mc: centros 
meristemáticos. Barras: A e C = 4 mm; 
B = 3 mm; D, E, H e I = 400 µm; F = 
200 µm; G = 100 µm. 
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A formação de linhagens embriogênicas (grupo de embriões somáticos globulares), foi 

observada em apenas uma massa calogênica advinda também do genótipo M1 subcultivada 

em meio de cultura acrescido de 18,0 µM de Picloram e 1.000 µM de Putrescina. As 

linhagens apresentaram coloração bege claro com aspecto translúcido (Figura 3C). 

Os cortes histológicos evidenciaram a formação dos embriões globulares a partir do 

calo nodular, caracterizado por células meristemáticas fortemente coradas de azul (Figura 

4D). No interior desses calos, observou-se o início da formação dos pró-embriões somáticos 

delimitados por um espessamento aparente da parede celular, conforme identificado pela 

coloração com azul de toluidina (Figura 3E). Os embriões globulares apresentaram estrutura 

típica da protoderme bem definida, delimitando a massa homogênea de células 

correspondentes ao meristema fundamental (Figura 3F). 

Os calos multiplicados em meio acrescido de 36,0 µM de Picloram com presença 

(1.000 µM) ou ausência de Putrescina apresentaram aspecto desestruturado e coloração 

marrom após 100 dias de cultivo (Figura 3G), impossibilitando a realização de cortes 

histológicos dos mesmos. Aqueles multiplicados em meio de cultura contendo 9,0 e 18,0 µM 

de Picloram (na ausência de Putrescina) apenas aumentaram de tamanho, não havendo 

nenhuma diferenciação. 

A utilização do corante PAS realçou a parede das células dos embriões que se 

diferenciaram em meio de multiplicação acrescido de 9,0 µM de Picloram e 1.000 µM de 

Putrescina (Figura 4A), dos pró-embriões e das linhagens originados em meio suplementado 

com 18,0 µM de Picloram e 1.000 µM de Putrescina (Figuras 4B a E) demonstrando natureza 

polissacarídica. Além disso, amiloplastos foram detectados nas células dos calos em 

multiplicação, localizadas próximas a regiões de intensa atividade meristemática (Figuras 4B 

e C) e a presença de pectatos isolando os pró-embriões das demais células. A confirmação de 

que estes compostos polissacarídicos correspondiam a pectinas, foi evidenciada pela reação 

positiva ao corante vermelho de rutênio (Figuras 4F a H). 

Após três ciclos de multiplicação das linhagens em meio Y3 acrescido de 18,0 µM de 

Picloram e 1.000 µM de Putrescina (repicagem a cada 60 dias) obteve-se 40 massas 

compostas por embriões globulares (Figura 5A), indicando que essa metodologia possibilita a 

multiplicação massal e a preservação dessas linhagens in vitro. As mesmas se encontram em 

processo contínuo de multiplicação por mais de um ano.  
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Figura 3. Calos embriogênicos após 100 dias em meio de multiplicação. (A) Diferenciação de 
embriões somáticos em meio acrescido de 9,0 µM de Picloram e 1.000 µM de Putrescina (setas 
indicam os embriões de coloração branca). (B) Secção transversal dos embriões diferenciados 
evidenciando a formação de massas meristemáticas e consequente invaginação da protoderme (seta 
indica protoderme). (C) Formação de linhagens embriogênicas (setas) em meio acrescido de 18,0 µM 
de Picloram e 1.000 µM de Putrescina. (D) Secção transversal do calo que deu origem às linhagens 
(setas indicam os embriões globulares). (E) Detalhe dos pró-embriões somáticos (setas indicam o 
espessamento aparente da parede celular). (F) Embriões globulares com protoderme definida (seta). 
(G) Calo com aspecto desestruturado após a multiplicação em meio acrescido de 36,0 µM de Picloram 
e 1.000 µM de Putrescina. Barras: A = 2 mm; B = 150 µm; C = 3 mm; D = 300 µm; E = 50 µm; F = 
100 µm; G = 2,5 mm. 
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Figura 4. Análise histoquímica das culturas embriogênicas após 100 dias em meio de multiplicação. Reação positiva para polissacarídeos evidenciada pela 
coloração rosa (A-E). Reação positiva para pectinas evidenciada pela coloração vermelha (F-H). (A e F) Detalhe da protoderme dos embriões diferenciados 
(setas indicam a presença dos compostos polissacarídicos (A) e pectina (F) na parede das células). (B) Secção transversal do calo que deu origem às linhagens 
(setas indicam células ricas em polissacarídeos). (C) Detalhe da presença de grãos de amido em células localizadas próximas a regiões de intensa atividade 
meristemática. (D) Detalhe da parede isolando os pró-embriões. (E, G e H) Embrião globular compondo as linhagens embriogênicas (setas indicam formação de 
protoderme). eg: embrião globular. Barras: A = 40 µm; B = 300 µm; C e D = 70 µm; E, F, G e H = 100 µm. 
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3.3. Regeneração e germinação dos embriões somáticos 
 

Os embriões somáticos regenerados a partir das linhagens embriogênicas, 

apresentaram coloração branca (Figura 5B e C) e, com o auxílio de um bisturi, foram 

individualizados e transferidos para o meio de germinação. Eventualmente, alguns embriões 

se desprenderam facilmente, sem haver a necessidade de utilização do bisturi.  

Após 90 dias em meio de germinação, dezenas de embriões foram convertidos em 

plântulas com parte aérea e raiz (Figura 5D). Algumas plântulas apresentaram mais de uma 

haste (Figura 5E), indicando que alguns embriões não foram isolados totalmente.  

 

 
Figura 5. Diferenciação das linhagens embriogênicas em plântulas de macaúba. (A) Linhagens 
embriogênicas após três ciclos de multiplicação em meio de cultura MB acrescido de 18,0 µM de 
Picloram e 1.000 µM de Putrescina (setas indicam os embriões somáticos globulares compondo as 
linhagens). (B e C) Embriões somáticos regenerados após 60 dias de cultivo em meio MB 
suplementado com 0,1µM de 2,4-D, 1.000 µM de Putrescina e 3,0 g L-1 de carvão ativado (setas 
indicam os embriões somáticos no estádio torpedo). (D) Plântulas obtidas a partir da germinação dos 
embriões somáticos em meio MB suplementado com 0,54 µM de ANA, 1.000 µM de Putrescina e 3,0 
g L-1 de carvão ativado. (E) Detalhe da plântula completa, com mais de uma haste. Barras: A - C = 2 
mm; D e E = 1 cm. 
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4. Discussão 
 

O presente trabalho apresenta a primeira descrição da obtenção e manutenção de 

linhagens embriogênicas a partir de tecidos foliares de Acrocomia aculeata. 

Além de fornecer substâncias essenciais para o desenvolvimento de tecidos e órgão, o 

meio de cultura deve conter substâncias capazes de induzir a desdiferenciação celular, como 

por exemplo, as auxinas, que controlam o crescimento e a divisão celular, além de estarem 

diretamente envolvidas na morfogênese dos tecidos vegetais e na mediação da transição do 

estádio somático para o embriogênico (Chugh e Khurana, 2002; Fehér et al., 2003). 

As concentrações da auxina Picloram testadas foram eficientes na indução de calos, 

sendo que as concentrações de 18,0 e 36,0 μM induziram maior formação de calos nos 

explantes obtidos dos genótipos M1 e M2, sendo semelhantes entre si para os genótipos A51 e 

56. O Picloram é uma auxina sintética derivada do ácido picolínico e tem sido empregada 

com sucesso na indução de embriogênese somática de palmáceas: Acrocomia aculeata 

(Moura et al., 2009), Areca catechu (Karun et al., 2004), Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 

2007a, 2007b e 2011), Elaeis guineensis Jacq. (Scherwinski-Pereira et al., 2010; Balzon et al., 

2013; Silva et al., 2013) e Phoenix canariensis (Huong et al., 1999). 

Dentre os genótipos testados, independente da concentração de Picloram, o genótipo 

M1 mostrou-se superior quanto à formação de calos embriogênicos nodulares. Os genótipos 

A51 e A56 mostraram-se significativamente iguais. Essas diferenças podem estar relacionadas 

à diversidade genética existente na espécie, uma vez que a macaúba é propagada via 

seminífera e apresenta sistema reprodutivo do tipo misto (Scariot et al., 1991). 

De acordo com Henry et al. (1994), diferenças genéticas existentes dentro de uma 

mesma espécie podem resultar na variabilidade da competência in vitro. Em Elaeis guineensis 

Jacq., o efeito do genótipo foi determinante no processo de indução de calos embriogênicos, o 

que reflete a influência do genótipo na responsividade in vitro (Thawaro e Te-Chato, 2009; 

Silva et al., 2012; Nugroho et al., 2014). 

O maior número de explantes que apresentaram formação de calos embriogênicos 

nodulares correspondeu àqueles com idade de dois anos. Essa observação indica que além do 

genótipo, outro fator que pode ter influenciado a resposta morfogênica in vitro, é o estádio 

fisiológico do explante utilizado, uma vez que, verificou-se que os explantes de materiais 

mais jovens responderam de forma favorável à indução de calos e embriogênese somática, 

diferentemente dos materiais proveniente de plantas adultas. Gueye et al. (2009) afirmam que 
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a aptidão das células para adquirirem competência embriogênica depende do estádio 

fisiológico e da diferenciação inicial das mesmas. 

Inflorescências jovens de (Bactris gasipaes Kunth) foram mais competentes no 

processo de indução de embriogênese somática do que as mais velhas, que se mostraram 

completamente oxidadas ao final do cultivo (Steinmacher et al., 2007c). Resultado semelhante 

foi relatado para Euterpe edulis (Guerra e Handro, 1998). 

A presença intensa de fibras e esclereídes nos feixes vasculares foram apontadas como 

causas da baixa indução de calos nodulares em explantes foliares distais de Phoenix 

dactylifera (Gueye et al., 2009). Fato semelhante pode ter ocorrido no presente estudo, uma 

vez que para os genótipos A51 e A56 a indução de calos nodulares foi menor. Os explantes 

obtidos a partir desses genótipos provavelmente apresentavam estádio fisiológico mais 

avançado, o que pode ter contribuído para menor frequência de formação de calos e maior 

oxidação dos explantes quando cultivados em meio acrescido de 36,0 µM da auxina Picloram. 

A indução de calos embriogênicos nodulares a partir da multiplicação de células 

perivasculares foi observada em explantes foliares de Elaeis guineensis (Schwendiman et al., 

1988), em Cocos nucifera (Buffard-Morel et al., 1992), Euterpe edulis (Guerra e Handro, 

1998) e Phoenix dactylifera (Gueye et al., 2009), corroborando com o presente estudo em que 

o processo de indução de calos nodulares de macaúba se deu a partir de células do 

parênquima associadas ao feixe vascular.  

Estudos histológicos revelaram características embriogênicas dos calos obtidos na fase 

de indução: regiões com intensa divisão celular na região interna dos calos, pequenas células 

isodiamétricas com citoplasma denso e núcleo volumoso. Esse padrão foi observado em calos 

embriogênicos de Acrocomia aculeata (Moura et al. 2009) e Elaeis guineensis Jacq. (Balzon 

et al., 2013; Silva et al., 2013). 

No processo de embriogênese somática em Arecaceae, após a obtenção dos calos na 

fase de indução, a redução da concentração de auxina é comumente requerida para a 

multiplicação e o desenvolvimento das massas pró-embriogênicas (Karun et al., 2004; Wang 

et al., 2006; Steinmacher et al., 2007a; Chehmalee e Te-chato, 2008). No presente trabalho, 

pode-se observar a diferenciação de embriões quando os calos foram multiplicados em menor 

concentração de Picloram. 

Em culturas de ciclo longo, a preservação de linhagens embriogênicas é uma maneira 

eficiente de manter o genótipo disponível para o processo de regeneração em épocas distintas. 

E para isso, a determinação de um meio de cultura ideal ao processo de multiplicação 

contínuo faz-se necessário. Somente a concentração de 18,0 µM de Picloram acrescido da 
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poliamina Putrescina favoreceu a formação e a multiplicação de forma eficiente das linhagens 

embriogênicas (Figuras 3C e 5A).  

Além das auxinas, alguns trabalhos mostram ser benéfico o uso de poliaminas 

exógenas nos meios de cultivo (Rajesh et al, 2003; Karun et al, 2004). Em E. guineensis, a 

inclusão da poliamina Putrescina na concentração de 1.000 µM contribuiu para a 

multiplicação e manutenção das massas pró-embriogênicas e para a regeneração de embriões 

somáticos (Carvalho, 2009), o qual é condizente com o resultado obtido no presente estudo. 

Além de estar envolvida em processos como a embriogênese e organogênese (Alcázar et al., 

2010), a poliamina Putrescina é citada por conferir  proteção à molécula de DNA contra danos 

causados por espécies reativas de oxigênio (ROS) (Chol Ha et al., 1998) e no controle da 

metilação do DNA (Brooks et al., 2010).  

A análise histológica revelou que os embriões que se diferenciaram a partir de calos 

multiplicados em meio acrescido de 9,0 µM de Picloram e 1.000 µM de Putrescina, se 

originaram a partir do desenvolvimento de massas meristemáticas seguida pela invaginação 

da protoderme. A obtenção de embriões somáticos por esse mesmo processo foi descrita para 

C. nucifera (Fernando et al., 2003).  

Os calos embriogênicos que deram origem às linhagens foram constituídos em seu 

interior por grupo de células isoladas por um espessamento aparente da parede celular (pró-

embriões). Resultado semelhante foi observado por Moura et al. (2009), sugerindo que o 

espessamento isolando os pró-embriões, foi causado pela liberação de pectinas, 

provavelmente pela dissolução da lamela média. No presente estudo, esse espessamento 

mostrou-se corado pelos corantes PAS e vermelho de rutênio, evidenciando a presença de 

pectinas. 

Verdeil et al. (2001) acompanharam o surgimento de células embriogênicas de C. 

nucifera e verificaram o isolamento de pró-embriões pelo espessamento da parede celular. 

Eles observaram alterações da parede celular, tais como o fechamento dos plasmodesmos e 

deposição de calose, sugerindo que estes acontecimentos levam ao isolamento necessário para 

a reprogramação celular e o início dos eventos embriogênicos. O espessamento da parede ao 

redor do pró-embriões também foi observado por Silva et al. (2013)  na indução de embriões 

somáticos de dendê. 

O teste histoquímico com o reagente de Schiff (PAS) revelou a presença de células 

com grãos de amido no calo que deu origem aos pró-embriões, o que está de acordo com o 

fato de que, o acúmulo de amido nas células adjacentes às regiões com intensas  divisões 

celulares podem estar relacionados com a aquisição de competência embriogênica (Silva et 
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al., 2013). Verdeil et al. (2001), estudando a embriogênese somática em de C. nucifera, 

observaram a presença de amido nas células adjacentes às células meristemáticas. Resultados 

semelhantes foram obtidos no processo de indução da embriogênese somática em A. aculeata 

(Moura et al. 2008). Estas observações sugerem que o amido mobilizado na região cortical do 

calo pode ser utilizado como uma fonte de energia para as células meristemáticas que se 

encontram em intensa divisão celular, além de contribuir para a formação de carboidratos que 

delimitaram os setores embriogênicos. 

A presença de polissacarídeos nas culturas embriogênicas obtidas a partir de folhas de 

macaúba, foi também evidenciada pela reação positiva ao corante PAS. Na literatura há 

relatos da presença de uma matriz extracelular rica em substâncias polissacarídicas na 

superfície externa das células envolvidas nas etapas iniciais do processo de embriogênese 

somática até a fase de desenvolvimento embrionário globular de espécies como Drosera 

rotundifolia, Zea mays (Pedroso e Pais, 1995; Samaj et al., 1995), Cichorium intybus 

(Chapman et al., 2000), Cocos nucifera (Verdeil et al., 2001), Brassica napus ssp. 

(Namasivayam et al., 2006) e Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2012). 

O teste com corante vermelho de rutênio confirmou que essas substâncias 

polissacarídicas correspondiam a pectinas. Reação positiva ao corante vermelho de rutênio foi 

observada em aglomerados de células embriogênicas de banana, evidenciando a presença de 

substâncias pécticas (Xu et al. 2011). O uso de anticorpos monoclonais específicos 

identificaram polímeros de pectina em cultura embriogênicas de Cocos nucifera (Verdeil et 

al., 2001), Actinidia deliciosa (Popielarska-Konieczna et al., 2008), Musa ssp.(Xu et al., 

2011) e Trifolium nigrescens Viv. (Pilarska et al., 2013), sugerindo a relação dessas 

substâncias com a aquisição da competência embriogênica até o início do estádio globular. 

Diante dos resultados obtidos, sugere-se que compostos dessa natureza podem ser 

considerados como marcadores celulares para a aquisição da competência embriogênica em 

macaúba. 

A etapa de regeneração dos embriões somáticos foi caracterizada pela troca e redução 

da concentração de auxina sintética no meio de cultura (redução em 180 vezes) sendo mantida 

a concentração de Putrescina utilizada na fase de multiplicação, além da suplementação com 

carvão ativado. 

 Em dendê (Elaeis guineensis Jacq.), foi evidenciada a importância do uso da 

Putrescina e da redução da concentração de auxina entre as fases de multiplicação e 

regeneração dos embriões somáticos (Carvalho, 2009 e Corrêa, 2014). No processo de 

embriogênese somática de dendê, cultivar Tenera, embriões somáticos foram continuamente 
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regenerados em meio de maturação composto por 0,1 mg L-1 de 2,4-D, 0,16 g L-1 de 

Putrescina e carvão ativado (Thuzar et al., 2011).  

O carvão ativado é frequentemente adicionado ao meio a fim de adsorver e minimizar 

a toxicidade do regulador de crescimento ou de substâncias com efeitos deletérios, como os 

compostos fenólicos (Sáenz et al., 2010; Guedes et al., 2011). 

Em trabalho com Passiflora edulis f. flavicarpa, Paim Pinto et al. (2011) afirmaram 

que a adição de carvão ativado no meio de maturação foi essencial para a diferenciação dos 

embriões somáticos. Silva et al. (2013) também observaram completa formação dos embriões 

somáticos, em meio de maturação contendo carvão ativado.  

A germinação dos embriões somáticos se deu em meio de cultura suplementado com 

carvão ativado, ANA e Putrescina, o que resultou na conversão de dezenas de plântulas com 

desenvolvimento de parte aérea e raízes. Carvalho (2009) e Corrêa (2014) obtiveram a 

formação de plântulas completas de dendê utilizando o ANA e Putrescina no meio de 

germinação nas mesmas concentrações utilizadas no presente trabalho.  

A obtenção contínua de linhagens embriogênicas e subsequente regeneração de 

embriões somáticos bem como a conversão dos mesmos em plântulas completas, indicam o 

potencial do protocolo aqui apresentado. 

 

5. Conclusões 

 

- O presente trabalho demonstrou avanços em estudos de embriogênese somática de macaúba 

(Acrocomia aculeata) por apresentar a primeira descrição da obtenção e manutenção de 

linhagens embriogênicas a partir de tecidos foliares de macaúba. 

 

- A auxina Picloram demonstrou ser eficiente na indução de calos nodulares embriogênicos. 

 

- O genótipo e o estádio fisiológico dos explantes podem interferir na reposta morfogênica in 

vitro. 

 

- O uso do Picloram em combinação com Putrescina (18,0 e 1.000 µM respectivamente) 

favoreceu a formação de linhagens embriogênicas e a manutenção das mesmas em processo 

cíclico de multiplicação por mais de um ano. 
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- Análises histológicas e histoquímicas dos calos e linhagens, evidenciaram características 

típicas do processo de embriogênese somática, como a presença de células em intenso 

processo de divisão celular, formação de centros meristemáticos no interior dos calos, 

presença de pectina na camada de células colapsadas delimitando os calos e na parede celular 

(com aparente espessamento) das células dos pró-embriões. 

 

- A regeneração e germinação de embriões somáticos de A. aculeata ocorre após a redução da 

concentração de auxina no meio de cultura na presença de Putrescina e carvão ativado. 
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CAPÍTULO 2 
 
 

Estudo da variabilidade genética na indução de calogênese em acessos de macaúba 
(Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) cultivados in vitro. 
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RESUMO 
ANDRADE, Ana Paula de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, dezembro de 2014. 
Estudo da variabilidade genética na indução de calogênese em acessos de macaúba 
(Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) cultivados in vitro. Orientador: Sérgio 
Yoshimitsu Motoike. Coorientadores: Edgard Augusto Toledo Picoli e Marcos Deon Vilela 
de Resende.          
 
A macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.), é uma palmácea com grande 

potencial para a produção de óleo, mas essa produção depende do seu cultivo em escala 

comercial. A embriogênese somática via cultura de tecidos apresenta-se como alternativa 

viável para a clonagem de plantas matrizes. A indução de embriões somáticos não depende 

apenas das condições de cultivo, mas também do genótipo, considerado um dos fatores mais 

relevantes. O estudo do efeito do genótipo no sucesso da embriogênese somática é importante 

para a compreensão dos fatores genéticos que influenciam a resposta in vitro é de grande 

importância por auxiliar na seleção de genótipos com capacidade superior de regeneração, 

contribuindo para os programas de melhoramento genético e clonagem da macaúba. No 

presente trabalho objetivou-se avaliar a variabilidade genética e obter informações sobre o 

controle genético de características relacionadas à fase de indução da embriogênese somática. 

Após dez dias de indução em meio Y3 acrescido de 18,0 μM de Picloram, os explantes 

foliares foram avaliados quanto à contaminação por bactérias e fungos e aos 60 dias, quanto à 

formação de calos e oxidação. A estimativa de herdabilidade para contaminação com 

bactérias foi de 0,0637 e de 0,0202 para contaminação com fungo, revelando que essas 

características foram altamente influenciadas pelo ambiente e não responderão à seleção. Para 

calogênese e oxidação, as estimativas de herdabilidade foram de 0,7093 e 0,5789 

respectivamente, revelando um alto controle genético. O método de seleção pelo índice de 

rank médio permitiu selecionar indivíduos mais equilibrados em termos de valores favoráveis 

das características estudadas. O agrupamento pelo método de Tocher elucidou a formação de 

três grupos distintos quanto a essas características, sendo o Grupo I o mais numeroso, 

formado por quatorze indivíduos, sendo dez procedentes do estado de Minas Gerais, dois do 

estado de São Paulo e dois do estado do Mato Grosso do Sul. Os resultados obtidos indicam 

que existe variabilidade genética passível de exploração nos programas de melhoramento para 

capacidade de clonagem da macaúba.  
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ABSTRACT 
ANDRADE, Ana Paula de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, December, 2014. 
Study of the genetic variability in the callogenesis induction in accesses of Macaw Palm 
(Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.) cultivated in vitro. Adviser: Sérgio 
Yoshimitsu Motoike. Co-Advisers: Edgard Augusto Toledo Picoli and Marcos Deon Vilela de 
Resende. 
 
The Macaw Palm (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart.), is a palm with a great 

potential for oil production, but that production depends on its cultivar at commercial scale. 

The somatic embryogenesis via tissue culture is presented as a very viable choice to clone 

matrix plants. The induction of somatic embryos does not depend only on the cultivar 

conditions, as it depends also on the genotype, being considered as one of the more relevant 

factors. The study of the genotype effect in the somatic embryogenesis success is important to 

comprehend the genetic factors that influence the in vitro response is of great importance to 

help in the selection of genotypes with superior regeneration capacity, contributing to plant 

breeding programs and macaw palm cloning. In the present work, the objective was to 

evaluate the genetic variability and obtain information about genetic control of the related 

characteristics to the induction phase of somatic embryogenesis. After 10 days of induction in 

Y3 medium supplemented with 18,0 μM of Picloram, the leaf explants were evaluated for 

bacteria and fungus contamination and at 60 days, for callus formation and oxidation. The 

heritability estimations for bacteria contamination was 0,0637 and 0,0202 for fungus 

contamination, revealing that those characteristics were highly influenced by the environment 

and will not respond to selection. For callogenesis and oxidation, the heritability estimations 

were  0,7093 and 0,5789 respectively, revealing a high genetic control. The selection method 

by the Index Average Rank permitted to select individuals more equilibrated in terms of 

favorable values of the studied characteristics. The grouping by the Tocher method showed 

the formation of three different groups for those characteristics, being Group I the biggest in 

number, formed by fourteen individuals, being ten from the state Minas Gerais, two from the 

state of Sao Paulo and two from the state of Mato Grosso do Sul. The obtained results indicate 

that exists a genetic variability liable to exploration in the plant breeding programs for cloning 

capacity in Macaw Palm. 
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1. Introdução 
 

A macaúba, Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. Ex Martius (Arecaceae), nativa da 

América do Sul, é considerada como a palmeira de grande dispersão no Brasil com ocorrência 

de populações naturais em praticamente todo o território brasileiro, constituindo-se espécie 

típica do estado de Minas Gerais (Bondar, 1964; Tabai, 1992).  

Em se tratando da palmeira macaúba, cada parte da planta tem uma importância 

destacada, mas o fruto é considerado o mais representativo devido, principalmente, ao 

aproveitamento do óleo que pode ser extraído do mesocarpo, com excelente qualidade para 

produção de biocombustíveis (Bora e Rocha, 2004; Hiane et al., 2006), ou da amêndoa, que 

pode ser utilizado na indústria de cosméticos (Fortes e Baugh, 1999; Bora e Rocha, 2004). 

A exploração racional da macaúba torna-se bastante atrativa, por se tratar de uma 

espécie perene, adaptada às condições climáticas adversas e com ampla possibilidade de 

aproveitamento, principalmente no que tange à produção de biodiesel e bioquerosene a partir 

do óleo extraído da polpa dos frutos. 

Uma das soluções para a exploração racional da macaúba seria a clonagem de matrizes 

elites via embriogênese somática, um processo de regeneração composto por diferentes 

etapas, que possibilita a propagação em larga escala desta espécie via cultura de tecidos 

vegetais. 

Em condições in vitro, praticamente qualquer célula viva com núcleo, pode, após um 

período de desdiferenciação, iniciar o processo de proliferação na forma de calo, brotos, 

raízes ou de embriões somáticos (Ezhova, 2003). Isso se deve ao fato de que as células 

vegetais podem exibir diferentes aspectos do seu potencial genético em diferentes momentos 

se estimuladas de forma adequada (Silva et al. 2012). A capacidade da célula vegetal de 

regenerar organismos inteiros, idênticos à matriz doadora sob condições físicas e nutricionais 

adequadas é conhecida como totipotência (Ezhova, 2003; Verdeil et al., 2007; Silva et al., 

2012).  

O processo indireto da embriogênese somática inicia-se com a formação de calo 

seguido pela diferenciação dos embriões, maturação e regeneração das plantas (Zimmerman, 

1993; Arnold et al., 2002). 

Fatores como o genótipo do material doador, estado fisiológico do explante, tipo e a 

concentração de reguladores de crescimento no meio de cultura, afetam a indução da 

embriogênese somática (Henry et al., 1994; Fuentes et al., 2000; Namasivayam, 2007; Silva et 

al., 2012). Brown et al. (1995) relatam que o genótipo do material doador é um dos fatores 
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mais importantes que afetam as respostas morfogênicas in vitro. Diferenças genéticas 

existentes dentro de uma mesma espécie podem resultar na variabilidade da competência in 

vitro (Henry et al., 1994).  

Compreender os fatores genéticos que afetam a resposta in vitro poderá fornecer 

informações para o desenvolvimento e seleção de materiais elite com capacidade superior de 

regeneração, contribuindo para o avanço dos programas de melhoramento genético e 

clonagem da palmeira macaúba.  

O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade genética entre indivíduos de dez 

acessos macaúba e obter informações sobre o controle genético de características relacionadas 

à fase de indução da embriogênese somática identificando aqueles que apresentem a melhor 

combinação para características relativas à fase de indução de calos a partir de explantes 

foliares jovens cultivados in vitro. 

 

2. Material e métodos 
 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Células e Tecidos Vegetais, 

do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa em Minas Gerais.    

Foram avaliados vinte indivíduos obtidos de dez acessos de macaúba, com 

aproximadamente dois anos de idade, oriundos dos seguintes locais: A1 e A2: Três Marias-

MG; A3 e A4: Lavras-MG; A5 e A6: São João Del Rei-MG; A7 e A8: Montes Claros-MG; 

A9 e A10: Luz-MG; A11 e A12: Santa Luzia-MG; A13 e A14: Descalvado-SP; A15 e A16: 

São Carlos-SP; A17 e A18: São José do Rio Pardo-SP; A19 e A20: Campo Grande-MS. A 

escolha das mesmas foi aleatória atendendo o critério de disponibilidade na época de 

realização do trabalho 

Folhas imaturas foram submetidas à desinfestação em solução asséptica (1 % de 

hipoclorito de sódio) durante 10 minutos e enxaguadas oito vezes com água destilada estéril 

em câmara de fluxo laminar. Em seguida foram seccionadas transversalmente em segmentos 

de 1 cm e inoculadas em placas de poliestireno (90 x 15 mm) contendo 30 mL de meio de 

cultura basal composto por sais e vitaminas Y3 (Eeuwens, 1978), 30 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 

de caseína hidrolisada, 100 mg L-1 de mio-inositol, 100 mg L-1 de arginina, 100 mg L-1 de 

asparagina, 100 mg L-1 de glutamina, gelificados com 2,5 g L-1 de Phytagel® (Sigma, USA). 

O pH foi ajustado para 5,7 ± 0,1 antes de serem autoclavados por 20 minutos a 121 ºC e 1,5 

atm. 
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Com base em testes preliminares, utilizou-se a concentração de 18,0 μM da auxina 

Picloram para indução de calos. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente 

casualizado, com 10 repetições, sendo cada repetição composta por uma placa de Petri com 

cinco explantes. 

Após a inoculação dos explantes, as placas foram seladas com filme PVC (Rolopac®) 

e mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 1 °C na ausência de luz. Após dez 

dias de cultivo procedeu-se a avaliação quanto à presença de contaminantes: número de 

explantes contaminados com bactéria (CBAC) e fungo (CFUN). Aos 60 dias as características 

avaliadas foram: número de explantes calejados (CAL) (Figura 1A) e oxidados, atribuindo-se 

notas da seguinte forma: nota 1 para os explantes que apresentaram as bordas e 

aproximadamente 20 % da superfície oxidada (Figura 1B); nota 2 para os explantes com 

bordas e 20 % a 80 % da superfície oxidada (Figura 1C) e nota 3 para aqueles com as bordas e 

mais de 80 % da superfície oxidada (Figura 1D).  

Os dados foram analisados por meio da metodologia de modelos mistos, procedimento 

REML (Máxima Verossimilhança restrita) /BLUP (Melhor Predição Linear não Viesada) 

(Resende, 2007), segundo o seguinte modelo. 

 

Modelo: 
 

eZgXby  , em que: 

y, b, g, e : vetores de dados, de efeitos fixos (média geral), de efeitos genotípicos totais 
(aleatórios) e de erros aleatórios, respectivamente. 

X e Z : matrizes de incidência para b e g , respectivamente. 

 

Equações de Modelo Misto: 
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Estimadores dos Componentes de Variância via Algoritmo EM 
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r(X): posto ou número de colunas linearmente independentes de X. 
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Ng: número de elementos aleatórios (indivíduos). 

A: matriz de parentesco genético aditivo. 

tr: operador traço matricial, dado pela soma dos elementos da diagonal da matriz. 

N: número total de dados. 

 

Os valores genotípicos preditos foram usados para calcular o índice de seleção, com 

base na média de ranks (Mulamba e Mock, 1978), bem como na realização da análise 

multivariada para cômputo de distâncias genéticas entre os genótipos e agrupamento pelo 

método de Tocher. 

Foi utilizado o software Selegen-Reml/Blup (Resende, 2007) para realização das 

análises estatísticas. 

 

3. Resultados e discussão 
 

A cultura de tecidos através da embriogênese somática é uma alternativa atrativa para 

a propagação em massa de genótipos de macaúba, contudo, a eficiência de resposta in vitro 

está fortemente associada às condições de cultivo, tais como os reguladores de crescimento 

adicionados ao meio de cultura, mas também aos genótipos utilizados como fonte de explante 

(Jiménez, 2001). 

A compreensão dos fatores genéticos relacionados ao processo de indução da 

embriogênese somática é importante, pois auxilia na seleção de genótipos mais responsivos à 

regeneração in vitro.  

Um dos parâmetros genéticos de elevada importância nos estudos de melhoramento de 

plantas é o coeficiente de variação relativa (CVr). O CVr pode ser empregado como um 

índice indicativo do grau de facilidade de seleção de genótipos com base nos caracteres 

avaliados. Quando a razão estimada for igual ou maior que 1,0, tem-se situação favorável ao 

processo de seleção, uma vez que reflete uma maior proporção de variabilidade genotípica em 

relação a ambiental (Vencovsky e Barriga, 1992; Yokomizo e Farias Neto, 2003).  
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Figura 1. Resposta morfogênica dos explantes foliares de macaúba (Acrocomia aculeata) 
após 60 dias de cultivo in vitro. (A) Calogênese em explante cultivado em meio Y3 acrescido 
de 18,0 μM de Picloram (setas brancas indicam o calo embriogênico). (B) Explante com 
bordas e aproximadamente 20 % da superfície oxidados. (C) Explante com bordas e 20 % a 
80 % da superfície oxidados. (D) Explante com bordas e mais de 80 % da superfície oxidados. 
Barras: A = 2 mm; B, C e D = 3 mm. 
  

Os resultados obtidos para as características avaliadas indicam a presença de 

variabilidade genética entre os indivíduos estudados. Para as características CBAC e CFUN 

foram encontrados valores de coeficiente de variação relativa abaixo da unidade (0,2610 e 

0,1435 respectivamente), e para as características CAL e OXI os valores foram superiores a 

unidade (1,5622 e 1,1725 respectivamente), indicando a presença de maior variação genética 

disponível para a seleção de genótipos promissores ao cultivo in vitro com base nessas duas 

características (Tabela 1). 

As características CBAC e CFUN apresentaram baixos valores de média (0,0450 e 

0,2850) indicando que a metodologia utilizada no isolamento e desinfestação dos explantes 

mostraram-se eficientes. Assim como os valores de média, a herdabilidade individual no 

sentido amplo (h2
g) foi baixa para CBAC (0,0637) e CFUN (0,0202), revelando que essas 

características foram altamente influenciadas pelo ambiente (Tabela 1) e não responderão à 

seleção. Esse resultado era esperado, visto que a presença de contaminantes biológicos no 

cultivo in vitro, se deve muitas vezes à falta de habilidade para o estabelecimento de culturas 

assépticas (Cassells, 2000) ou por introdução de materiais contaminados com microrganismos 

endofíticos ou resistentes ao processo de desinfestação (Herman, 1990; Cassells, 2000). 
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Tabela 1. Estimativas de parâmetros genéticos obtidos da análise de 20 indivíduos de 
macaúba, após 10 e 60 dias de cultivo in vitro, para indução de calos embriogênicos, em 
relação às características contaminação com bactéria (CBAC) e fungo (CFUN), explantes 
calejados (CAL) explantes oxidados (OXI).  
 
Parâmetros CBAC CFUN CAL OXI 

Vg 0,0028 0,0208 0,0542 0,1092 

Ve 0,0406 1,0091 0,0222 0,0794 

Vf 0,0433 1,0299 0,0764 0,1886 

CVr 0,2610 0,1435 1,5622 1,1725 

h
2
g 0,0637 ± 0,0505   0,0201 ± 0,0284 0,7093 ± 0,1827 0,5789 ± 0,1651 

Acurácia 0,2525 0,1421 0,9515 0,9346 

h
2
mc 0,0638 0,0202 0,9053 0,8735 

M 0,0450 0,2850 0,1915 1,5160 
Vg: variância genotípica entre indivíduos; Ve: variância residual; Vf: variância fenotípica individual; 
CVr: coeficiente de variação relativa; h2

g: herdabilidade de plantas individuais no sentido amplo;  
h2mc: herdabilidade no sentido amplo ao nível de médias de clones; M: média geral do experimento.  
 

Para CAL e OXI a herdabilidade foi elevada (0,7093 e 0,5789 respectivamente), o que 

caracteriza elevado controle genético dessas características e a grande possibilidade de serem 

transmitidas para gerações futuras no contexto de programas de melhoramento genético 

(Tabela1).  

Estimativas de herdabilidade foram obtidas para diferentes características avaliadas 

durante o processo de regeneração in vitro de girassol. Os valores obtidos variaram de 0,45 a 

0,74 sendo que para o percentual de explantes calejados o valor da herdabilidade foi de 0,57 

(Nestares et al., 2002), o qual é condizente com aquele obtido no presente estudo.  

Em estudo do controle genético da regeneração in vitro de Eucalyptus grandis, os 

autores obtiveram elevada herdabilidade no sentido restrito entre as médias das unidades 

(0,94) indicando forte controle genético na regeração in vitro dentro da população (Bravo et 

al., 2008). As herdabilidades ao nível de médias de clone do presente estudo foram também 

de magnitudes similares equivalendo a valores em torno de 0,90 para CAL e OXI.  

Estudo de análise genética da resposta in vitro de quatro cultivares de berinjela, 

revelou valor de herdabilidade no sentido amplo de 0,42 para calogênese total e de 0,92 para 

frequência de calos embriogênicos sugerindo que estas características podem ser facilmente 

transferidas para cultivares de importância econômica, mas recalcitrantes ao processo de 

regeneração (Chakravarthi et al., 2010). 

Elevadas estimativas de herdabilidade no sentido amplo foram obtidas para 

percentuais de calogênese e de calos embriogênicos (0,49 e 0,77 respectivamente) a partir de 
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explantes foliares de dendê (Elaeis guineensis Jacq.). Apesar dessas características não 

apresentarem correlação genotípica (rg = 0,09ns), os autores afirmaram que elas podem ser 

utilizadas com intuito de selecionar progênies mais responsivas (Nugroho et al. 2014). De 

acordo com Paranjothy et al. (1989) os genótipos que iniciam o processo de calogênese mais 

rapidamente terão maiores chances de formar culturas embriogênicas. Esse fato corrobora a 

importância de estudos genéticos com a variável CAL.  

O método utilizado na estimação ou predição dos valores genotípicos deve propiciar a 

inferência mais precisa e realista possível, e para tanto, a acurácia seletiva mostra-se como 

parâmetro de grande importância (Henderson, 1984). Este parâmetro refere-se à correlação 

entre os valores genéticos preditos e os valores genéticos verdadeiros dos indivíduos (Resende 

e Duarte, 2007).  

Os valores obtidos de acurácia seletiva para as características CAL e OXI foram 

elevados (acima de 0,9) os quais refletem maior confiança na avaliação e precisa inferência do 

valor genotípico predito dos indivíduos (Tabela 1). 

A precisão experimental em estudo da calogênese em segmentos caulinares apicais e 

internodais de Satureja hortensis foi medida através da acurácia seletiva. Valor moderado de 

acurácia (0,66) foi obtido para calos rizogênicos e alta a muito alta (0,85 – 0,93) para calos 

friáveis (Navroski et al., 2012).  

Devido à presença de variabilidade genética e da importância da variável CAL para o 

presente estudo, obtiveram-se os valores genotípicos (u + g) dos vinte indivíduos para tal 

característica (Tabela 2).  

Os indivíduos A16 e A15, do município de São Carlos/SP, ocuparam as posições 1 e 2 

no ranking, com valores genotípicos iguais a 0,7184 e 0,6460 respectivamente, os quais 

retratam porcentagens altas de calogênese. As duas últimas posições foram ocupadas pelos 

indivíduos A12 e A11, ambos do município de Santa Luzia/MG. Verifica-se que dos vinte, 

apenas os sete primeiros indivíduos apresentaram valores genotípicos superiores à média geral 

(Tabela 2). Observa-se ainda que, os valores genotípicos são bem próximos dos valores das 

médias fenotípicas, conforme esperado dadas as altas herdabilidades ao nível de médias de 

clone e baixas influências ambientais sobre esse caractere.  

A especificidade genotípica durante o processo de indução da embriogênese somática 

tem sido relatada para algumas espécies de palmáceas, mas até o momento, o controle 

genético das características avaliadas durante esse processo não foi relatado para a macaúba. 
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Tabela 2. Ordenamento dos 20 indivíduos de macaúba com base nos valores genotípicos 
preditos (u + g) e médias fenotípicas para o caráter número de explantes calejados, após 60 
dias de cultivo in vitro.  
 

Ordem Indivíduo u + g      Média Fenotípica 
1 A16 0,7184 0,7400 
2 A15 0,6460 0,6667 
3 A18 0,5610 0,5778 
4 A17 0,4694 0,4857 
5 A19 0,2805 0,2857 
6 A20 0,2234 0,2250 
7 A7 0,1996 0,2000 
8 A13 0,1805 0,1800 
9 A6 0,1523 0,1500 
10 A2 0,0916 0,0857 
11 A14 0,0652 0,0600 
12 A5 0,0569 0,0500 
13 A3 0,0508 0,0444 
14 A1 0,0434 0,0333 
15 A8 0,0296 0,0222 
16 A10 0,0268 0,0200 
17 A4 0,0106 0,0000 
18 A9 0,0083 0,0000 
19 A12 0,0083 0,0000 
20 A11 0,0075 0,0000 

Os sete primeiros indivíduos (marcados de cinza) correspondem aqueles que apresentaram valores 
genotípicos preditos (u + g) superiores à média geral (u = 0,1915). 
 
 

De acordo com Soh et al. (2011), a indução e a taxa de crescimento de calos de E. 

guineensis é lenta em comparação com outras espécies, e as respostas entre os diferentes 

genótipos são comuns mesmo em condições semelhantes de cultivo.  

Silva et al. (2012) também observaram diferentes respostas em termos de formação de 

calo ao avaliarem genótipos comerciais de E. guineensis. Os resultados mostraram que dos 

nove genótipos testados por esses pesquisadores, dois tiveram maior potencial para formação 

de calos embriogênicos. 

Para a palmeira Phoenix dactylifera L., produtora de tâmaras, o genótipo também é um 

fator relevante para o processo de indução de calos, tendo em vista a comparação da 

capacidade calogênica entre quatro cultivares (Sané, 2012). 

Utilizando o índice de média de ranks de Mulamba e Mock (1978), os indivíduos 

foram classificados em relação aos caracteres CAL e OXI em ordem favorável de 

melhoramento (Tabela 3). 
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Quanto à oxidação, os genótipos que ocuparam as duas últimas posições, foram os 

indivíduos A9 e A10, ambos do município de Luz/MG, indicando que eles são mais 

suscetíveis à oxidação fenólica. 

A oxidação de compostos fenólicos liberados pelo tecido injuriado pode dificultar o 

estabelecimento inicial do cultivo in vitro, uma vez que algumas enzimas oxidam compostos 

fenólicos levando à formação de quinonas, as quais são responsáveis pela coloração marrom 

das culturas, além de causarem a inibição do crescimento e até mesmo a morte dos explantes 

em grande número de espécies (Monaco et al., 1977). 

De acordo com Teixeira (2001), a oxidação fenólica é altamente dependente do tipo de 

explante e do genótipo utilizado.  

Com base nos critérios estabelecidos para os dois caracteres, a média de ranks variou 

de 3,0 a 19,0 para os indivíduos A18 (São José do Rio Pardo/SP) e A9 (Luz/MG), 

respectivamente. O menor valor indica uma combinação mais favorável entre os caracteres 

estabelecidos e o maior valor uma combinação desfavorável. Pode-se verificar que dos sete 

acessos que apresentaram valores genotípicos superiores à média quanto à capacidade 

calogênica (Tabela 2), seis estão entre os melhores classificados de acordo com o índice 

(marcados de cinza, Tabela 3) sendo estes em ordem crescente da média de ranks: A18 (São 

José do Rio Pardo/SP), A15, A16 (São Carlos/SP), A20 (Campo Grande/MS), A5 (São João 

Del Rei-MG ), A17 (São José do Rio Pardo) e A7 (Montes Claros/MG). O indivíduo A5 

apesar de apresentar valor genotípico para calogênese abaixo da média (Tabela 3) ocupou a 

quinta posição com base no índice de média de ranks. Isto é devido à sua melhor classificação 

quanto ao caractere oxidação. 

Os resultados do presente trabalho sugerem que a seleção de genótipos com 

capacidade calogênica superior e menor suscetibilidade à oxidação (como àqueles 

pertencentes aos municípios de São Carlos/SP, São José do Rio Prado/SP e Campo 

Grande/MS), proporcionam maior probabilidade de sucesso no estabelecimento de protocolos 

embriogênicos para a palmeira macaúba. Embora não tenha sido feito um estudo de 

correlação entre os genótipos com elevado índice de calejamento e aqueles mais sensíveis à 

diferenciação dos embriões somáticos, os resultados indicam que existe variabilidade genética 

passível de exploração nos programas de melhoramento e clonagem da espécie.  
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Tabela 3. Classificação com base na soma de ranks de 20 indivíduos de macaúba (A. 

aculeata) em relação à CAL (explantes calejados) e OXI (explantes oxidados), após 60 dias 
de cultivo in vitro.  
 

Ordem Indivíduo CAL OXI Rank Médio 

1 A18 3 3 3 
2 A15 2 5 3,5 
3 A16 1 9 5 
4 A20 6 4 5 
5 A5 12 2 7 
6 A17 4 10 7 
7 A7 7 8 7,5 
8 A2 10 7 8,5 
9 A14 11 6 8,5 
10 A13 8 11 9,5 
11 A19 5 14 9,5 
12 A11 20 1 10,5 
13 A6 9 13 11 
14 A8 15 12 13,5 
15 A3 13 16 14,5 
16 A1 14 18 16 
17 A4 17 15 16 
18 A10 16 19 17,5 
19 A12 19 17 18 
20 A9 18 20 19 

 
Com base nos valores da matriz de distância euclidiana média dos vinte indivíduos, 

verificou-se por meio do método de agrupamento de Tocher, a formação de três grupos 

distintos (Tabela 4). O Grupo I foi o mais numeroso, formado por quatorze indivíduos, sendo 

dez procedentes do estado de Minas Gerais, dois do estado de São Paulo (município de 

Descalvado) e dois do estado do Mato Grosso do Sul (município de Campo Grande). O Grupo 

II foi formado por quatro indivíduos do Estado de São Paulo (municípios de São Carlos e São 

José do Rio Pardo), e o Grupo III pelos indivíduos A9 e A10 ambos do município de 

Luz/MG. 

 

Tabela 4. Grupos de similaridade genética entre 20 indivíduos de macaúba cultivados por 60 
dias in vitro, estabelecidos pelo método de Tocher, com base na distância euclidiana média.  

Grupo Acessos 

I 1 2 3 4 5 6 7 8 11 12 13 14 19 20 

II 15 16 17 18 

III 9 10 
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O método de Tocher apresenta a distância média dentro dos grupos sempre menor que 

a distância média entre os grupos (Cruz e Carneiro, 2006), portanto haverá mais 

homogeneidade entre os indivíduos de um mesmo grupo do que entre indivíduos de diferentes 

grupos. 

Apesar de relatos de estudos de diversidade genética com base em características 

relacionadas ao processo de indução de embriogênese somática serem desconhecidos para a 

palmeira macaúba, em estudo a partir de caracteres avaliados na fase juvenil, o método de 

agrupamento de Tocher possibilitou a formação de grupos que mais se assemelharam com a 

origem geográfica, resultado importante para a conservação e o melhoramento genético da 

espécie (Manfio, 2012). 

Desse modo, estudos que visem o conhecimento da variabilidade genética de 

indivíduos de macaúba procedentes de diferentes acessos, com base também em caracteres 

morfogênicos, são importantes para o melhoramento genético da espécie, pois possibilitam a 

seleção de materiais com capacidade superior de regeneração, além de permitir a obtenção de 

heterose quando se cruzar progênies pertencentes a grupos diferentes. 

 
4. Conclusões 
 

- Houve variabilidade genética entre os indivíduos de macaúba para as características 

associadas à propagação vegetativa in vitro. 

 

- Calogênese (CAL) e oxidação (OXI) são características importantes para a seleção in vitro 

de macaúba, pois apresentam elevado controle genético (herdabilidade). 

 

- Com base nos critérios de seleção estabelecidos para as características CAL e OXI, a média 

de ranks variou de 3,0 a 19,0 para os indivíduos A18 (São José do Rio Pardo/SP) e A9 

(Luz/MG) respectivamente. 

 

- Os resultados sugerem que a seleção de genótipos com capacidade calogênica superior e 

menor suscetibilidade à oxidação (pertencentes aos municípios de São Carlos/SP, São José do 

Rio Prado/SP e Campo Grande/MS), proporcionam maior probabilidade de sucesso no 

estabelecimento de protocolos embriogênicos para a palmeira macaúba. 
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- A existência de variabilidade genética entre os indivíduos permitiu separá-los pelo método 

de Tocher em três grupos distintos tendo por base todas as variáveis simultaneamente. 
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