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Anatomia foliar comparativa e otimização de etapas da embriogênese 

somática em Cocos nucifera L. (Arecaceae) 

RESUMO 

Cocos nucifera é uma palmeira importante para a economia de países tropicais, 

sendo usada principalmente como alimento. Esta espécie possui duas variedades que são 

exploradas comercialmente no Brasil. São elas as variedades nana e typica, que são 

distinguíveis na fase reprodutiva. O plantio em grande parte ocorre por mudas originadas 

de cruzamento entre variedades com caracteres desejáveis. Os pomares existentes sofre m 

com a exposição à parasitas que prejudicam a produção podendo levar a morte dos 

indivíduos. Com material cedido pelo Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa 

Tabuleiro Costeiros, esse trabalho teve como objetivo identificar diferenças entre as 

variedades nana e typica além de otimizar o protocolo para a embriogênese somática da 

variedade Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ). Inicialmente foram realizados cortes 

transversais e preparados paradérmicos de cada variedade. Os resultados revelaram que 

existem diferenças entre as variedades estudadas como exemplo a espessura da cutícula -

parede celular, densidade estomática, diâmetro do metaxilema e espessura do mesofilo. 

A principal diferença está na disposição dos feixes vasculares. A organização dos feixes 

vasculares foi representada por uma fórmula vascular. Essa característica pode ser útil 

para distinguir C. nucifera ao nível de variedades, auxiliando na taxonomia destas plantas 

a nível de variedade. Posteriormente procurou estabelecer estratégias para o 

desenvolvimento de um protocolo para a otimização da clonagem de coqueiro da 

variedade Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ). Foram utilizadas plúmulas como 

explantes para a etapa de indução de calos. Foram avaliados diversos fatores como o 

efeito das auxinas 2,4-D e Picloram, a avaliação da capacidade de formação de calos em 

razão do período de armazenamento das plúmulas excisadas e o efeito de diferentes 

concentrações de regulador 2,4-D em meio de cultura com e sem carvão ativado na 

formação de calos semifriaveis. Na etapa de multiplicação, estruturas embriogênicas dos 

calos obtidos foram transferidas para frascos contendo meio líquido sob agitação. Foram 

analisados o efeito da coloração inicial dos calos (amarelo e branco), e o tamanho do 

explante inoculado sobre a multiplicação (filetado e fragmentado). Verificou-se que 

fragmentos de mentor tamanho do explante foram mais responsivos apresentando 

diferença estatística. A influência do meio de cultivo para essa etapa foi testada não 

havendo diferenças entre os meios de cultivo utilizados durante um período mínimo de 
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30 dias de cultivo. Durante a etapa de diferenciação foram obtidos embriões somáticos 

fusionados e plantas com aspecto anômalo foram observadas em calos provenientes da 

indução em meio de cultura contendo Picloram inoculadas em frascos tipo RITA®. 

Palavras chave: BAG, Cocos nucifera, fórmula vascular, meio líquido, taxonomia. 
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Comparative leaf anatomy and optimization of somatic 

embryogenesis steps in Cocos nucifera L. (Arecaceae) 

SUMMARY 

Cocos nucifera is an important palm for the economy of tropical countries, being 

used mainly as food. This species has two varieties that are commercially exploited in 

Brazil. They are the nana and typica varieties, which are distinguishable in the 

reproductive phase. The planting largely occurs by seedlings originated from crossing 

between varieties with desirable characters. Existing orchards suffer from exposure to 

parasites that harm production and can lead to the death of individuals. With material 

provided by the Active Germplasm Bank (BAG) of Embrapa Tabuleiro Costeiros, this 

work aimed to identify differences between the nana and typica varieties, in addition to 

optimizing the protocol for somatic embryogenesis of the Anão Verde do Brasil variety 

from Jiqui (AVeJ). Initially, transverse cuts and paradermal preparations of each variety 

were performed. The results revealed that there are differences between the varieties 

studied, such as cuticle-cell wall thickness, stomatal density, metaxylem diameter and 

mesophyll thickness. The main difference is in the disposition of the vascular bundles. 

The organization of vascular bundles was represented by a vascular formula. This 

characteristic can be useful to distinguish C. nucifera at the variety level, helping in the 

taxonomy of these plants at the variety level. Subsequently, he sought to establish 

strategies for the development of a protocol for the optimization of the cloning of coconut 

trees of the Anão Verde do Brasil variety from Jiqui (AVeJ). Plumules were used as 

explants for the callus induction step. Several factors were evaluated, such as the effect 

of 2,4-D auxins and Picloram, the evaluation of callus formation capacity due to the 

storage period of the excised plumules and the effect of different concentrations of 2,4-D 

regulator in medium of culture with and without activated charcoal on the formation of 

semi-friable calluses. In the multiplication step, embryogenic structures of the obtained 

calli were transferred to flasks containing liquid medium under agitation. The effect of 

the initial callus color (yellow and white) and the size of the inoculated explant on 

multiplication (filleted and fragmented) were analyzed. It was verified that mentor 

explant size fragments were more responsive showing statistical difference. The influence 

of the culture medium for this step was tested, with no differences between the culture 

media used during a minimum period of 30 days of cultivation. During the differentia t ion 

stage, fused somatic embryos were obtained and plants with anomalous appearance were 
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observed in calluses from induction in culture medium containing Picloram inoculated in 

RITA®-type flasks. 

Keywords: BAG, Cocos nucifera, vascular formula, liquid medium, taxonomy. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Cocos nucifera L. é uma palmeira que pertence à família Arecaceae. A espécie é 

cultivada em mais de 90 países em diferentes continentes, Américas, África e Ásia, 

ocupando uma área plantada de mais de 12 milhões de hectares (Batugal et al. 2005). Os 

benefícios de C. nucifera têm sido cada vez mais reconhecidos mundialmente, tornando-

se um dos alimentos mais atraentes dos últimos anos (Adkins et al. 2018). Com amplo 

potencial de uso em várias áreas, tais como: alimentação humana (Martins e Junior 2014; 

Kumalasari et al. 2020) biomedicina e biotecnologia (Yong et al. 2009), na construção 

civil (Ofuyatan et al. 2020), na agricultura (Cosme et al. 2018), na fabricação de ração 

animal (Apraku et al. 2017) e de biodiesel (Hoang e Le 2017). Em algumas sociedades a 

cultura do C. nucifera carrega traços estéticos, também dotado de simbolismo e referência 

cultural por conta de sua grande e variada utilização (Bourdeix e Alexia 2017). 

Inicialmente a procura era pelo fruto maduro para extração do endosperma seco 

conhecido como copra e fibras do fruto, sendo recente a comercialização de frutos 

imaturos para a retirada do endosperma líquido (Foale e Harries 2011). Dessa forma, a 

indústria cocoeira vem apresentando um crescimento nos últimos anos incentivando os 

produtores a plantarem suas áreas com variedades mais produtivas. Por outro lado, mudas 

de melhor qualidade e protocolos de manejo adequado não são acessíveis aos pequenos 

produtores. Agricultores locais germinam as sementes em viveiros próprios para 

manutenção de seus pomares ou jardins plantando mudas com rendimento inferior para 

abastecer suas comunidades onde as nozes são vendidas para o consumo doméstico 

(Bourdeix e Alexia 2017). 

Cocos nucifera apresenta uma ampla distribuição nas regiões intertropicais do 

mundo (Aragão et al. 2002), proporcionando emprego e renda para cerca de 20 milhões 

de produtores (Adkins et al. 2018). O cultivo conta com a vantagem de possibilitar a 

colheita praticamente o ano inteiro (Holanda et al. 2007), nas diferentes condições 

climáticas na quase totalidade das regiões brasileiras (Passos 2002). As regiões norte e 

nordeste se destacam das demais pela maior área plantada e produção de copra. Com total 

de 82,9% de área plantada e 74% de produção, ocupada principalmente por coqueiros da 

variedade gigante e híbridos. As demais regiões somam apenas 17,1% de área plantada, 
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predominando o cultivo de coqueiros anões e híbridos, que são mais produtivos que os 

coqueiros gigantes (Brainer 2018). Entretanto, a produtividade registrada no Brasil ainda 

é baixa, não sendo suficiente para atender a demanda do mercado nacional (FAOSTAT 

2019). Isso tem ocorrido principalmente pelo uso de cultivares não selecionadas, a idade 

avançada das plantações existentes, o manejo inadequado, além da ocorrência de 

problemas fitossanitários (Ferreira et al. 1998). Para tentar melhorar esse cenário, 

instituições de pesquisas, como a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(Embrapa), têm desenvolvido pesquisas para obter variedades mais adaptadas e 

produtivas, além de técnicas biotecnológicas para propagação vegetativa de genótipos 

com características superiores (Nguyen et al. 2015; Adkins et al. 2018; Meijaard et al. 

2020). 

A estratégia mais utilizada para conservação de acessos de C. nucifera é a ex situ 

por meio de coleções e banco de germoplasma, em virtude do tamanho e a fisiologia da 

sua semente, pois é uma semente recalcitrante  (Ribeiro et al. 1995). Nesse tipo de 

conservação é possível manter a base de dados dos acessos, promover a troca e o amplo 

uso da variabilidade genética, cuja utilização pode ser imediata ou futura (Dulloo et al. 

2005; Karun e Niral 2019). A existência de variabilidade genética para apoiar as 

atividades de conservação e os programas de melhoramento no desenvolvimento de novas 

variedades é essencial (Dulloo et al. 2005). Para a utilização segura desses acessos é 

importante que seja realizado a caracterização morfológica, genética, agronômica e 

botânica, para discriminação e diferenciação dos acessos.  

Existem coleções de germoplasma de C. nucifera em vários países, estando as 

principais coleções assim distribuídas: Filipinas (163 acessos), Índia (126 acessos), 

Indonésia (97 acessos), Costa do Marfim (53 acessos) e Malásia (38 acessos). Existem 

ainda outras coleções com menor expressão em Papua Nova Guiné, Moçambiq ue, 

Jamaica e México (Nair et al. 1993). Através da conservação ex situ usando coleções de 

germoplasma é possível manter a base de dados dos acessos, promover a troca e o amplo 

uso da variabilidade genética, cuja utilização pode ser imediata ou futura em programas 

de melhoramento (Dulloo et al. 2005; Karun e Niral 2019). 

Para promover a conservação e o melhoramento genético de C. nucifera, tornou-se 

indispensável a formação de coleções de germoplasmas com ampla variabilidade genética 

(Dulloo et al. 2005). Entretanto, para a utilização segura dessas coleções de germoplasma 

é importante que seja realizado a caracterização e avaliação morfológica, genética, 

agronômica e botânica, para discriminação e diferenciação dos acessos. 
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As variedades botânicas são, C. nucifera typica Nar., nana Griff. e aurantica Liy. 

(Liyanage 1958; Peries 1996; Ekanayake et al. 2010). A variedade typica é explorada por 

ser mais resistentes a uma ampla variedade de solo e clima e ter um período produtivo de 

até 60 anos. A variedade nana tem maior capacidade de produção de nozes por área 

plantada quando plantadas em solo fértil e com chuvas bem distribuídas e um período 

produtivo de até 40 anos. A variedade aurantica sofre com a escassez de água, são muito 

susceptíveis a pragas e doenças e possui um período de produção que não ultrapassa 40 

anos (Liyanage 1958; Fontes et al. 2002; Ekanayake et al. 2010). 

A diferença entre C. nucifera variedades typica Nar., e nana Griff., se baseia 

principalmente na estatura do vegetal (Liyanage 1958; IPGRI 1995; Fontes et al. 2002; 

Siqueira et al. 2002). As variedades divergem em caracteres morfológicos como 

comprimento do caule e folhas e quanto ao modo de reprodução, como polinização e 

maturação dos órgãos reprodutivos (Siqueira et al. 2002; Foale 2005). As diferenças 

estruturais nessas variedades em nível de tecidos não são descritas. Desta forma, pode-se 

dizer que ainda existe um déficit significativo de conhecimento a nível anatômico para 

discriminar as variedades supracitadas. 

O conhecimento sobre a anatomia de C. nucifera é importante pois pode melhorar 

a compreensão de trabalhos relacionados à taxonomia e à agronomia, como por exemplo 

na interação coqueiro-patógenos foliares (Araújo et al. 2013; Eden-Green e Mpunami, 

2005). Além disso, a caracterização anatômica ao diferenciar acessos de C. nucifera, pode 

auxiliar os trabalhos de melhoramento genético (Passos e Passos, 2003) e as estratégias 

de conservação da espécie (Castro et al. 1997; Corrêa et al. 2008; Noblick, 2013; Basso 

e Barbero, 2015). 

Os acessos de C. nucifera podem ser conservados ex situ, através de um banco de 

germoplasma in vivo (no campo) ou in vitro (no laboratório), por meio de crescimento 

lento ou de criopreservação. Para conservação de germoplasma in vitro via 

criopreservação podem ser utilizadas técnicas de propagação via embriogênese somática. 

Esta técnica é utilizada para a propagação vegetativa de acessos com características 

superiores em um tempo reduzido, quando comparado aos métodos tradicionais (Assy 

Bah 1992; Malaurie et al. 2006). 

A propagação em massa de plantas elite de C. nucifera, utilizando a técnica de 

cultivo in vitro via embriogênese somática, surge como uma alternativa para produzir 

plantas mais uniformes, livres de fitopatógenos e em uma velocidade maior do que os 

métodos convencionais (Ree e Guerra 2015; Sandoval-Cancino et al. 2016). A 
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embriogênese somática é um processo de propagação de plantas, onde células somáticas 

desenvolvem-se por meio de diferentes estádios embriogênicos, dando origem a uma 

planta geneticamente idêntica, sem que ocorra fusão de gametas (Williams e Maheswaran 

1986; Von Arnold et al. 2002; Wang et al. 2020). A técnica é considerada a principal via 

de regeneração in vitro de C. nucifera (Bandupriya et al. 2016), com protocolos já 

relatados na literatura para essa espécie (Chan et al. 1998; Morales, 2003; Pérez-Núñez 

et al. 2006; Bett et al. 2019). 

Embora protocolos de embriogênese somática para o cultivo in vitro de C. nucifera 

tenham sido melhorados ao longo dos últimos anos (Chan et al. 1998; Morales 2003; 

Pérez-Núñez et al. 2006), os protocolos são ainda dúbios, pouco reproduzíveis e, 

portanto, limitados quanto à reprodução comercial, especialmente pela baixa eficiênc ia 

quanto ao número de plantas obtidas para serem disponibilizadas ao setor produtivo. 

Esses fatores tornam a técnica desafiadora e com necessidades urgentes de otimização. 

Estudos com algumas palmeiras demonstram que calos cultivados em meio líquido 

apresentam respostas superiores aos inoculados em meio semissólido (Etienne e 

Berthouly 2002; Steinmacher et al. 2011; Monteiro et al. 2018). Nesse sentido, protocolos 

que utilizam meios líquidos, praticamente inexistentes em C. nucifera, associados a 

biorreatores, podem impulsionar a adoção da embriogênese somática para a reprodução 

rápida de variedades de interesse (Kong et al. 2020). 

 

OBJETIVO GERAL 

 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi comparar a anatomia e 

micromorfologia das folhas de diferentes acessos de germoplasma de C. nucifera das 

variedades typica Nar. e nana Griff, a fim de verificar possíveis diferenças anatômicas 

que auxiliam numa melhor compreensão taxonômica, que favoreça o melhoramento 

genético e a conservação de C. nucifera. Além da caracterização anatômica, o trabalho 

também objetivou desenvolver um protocolo para a embriogênese somática em C. 

nucifera, var. Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ), com ênfase ao uso de meio líquido 

em diferentes etapas do processo. Esse protocolo além de subsidiar estratégias de 

conservação de germoplasma via criopreservação, irá acelerar as etapas de melhoramento 

genético, especialmente em razão do lento crescimento de C. nucifera em métodos 
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tradicionais (Pereira et al. 2007), proporcionando a propagação em larga escala de acessos 

com características superiores. 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Aspectos gerais de Cocos nucifera 

O coqueiro (Cocos nucifera) pertence à família botânica das Arecaceae com 

distribuição predominante pantropical, incluindo cerca de 200 gêneros, sendo 43 deles 

encontrados em território brasileiro (Lorenzi et al. 2010). Acredita-se que C. nucifera 

tenha se originado no sudeste da Ásia, com registros da sua existência datados de 

aproximadamente 3 mil anos (Fuller 2007). Registros históricos dos séculos XIV-XVI 

indicam que os navegadores Austronésios disseminaram a espécie da costa sudeste da 

Ásia até a África Oriental (Allibert 2008). Posteriormente, as introduziram nas ilhas de 

Cabo Verde e São Tomé e Príncipe, na costa atlântica da África, chegando às Américas 

devido às navegações de portugueses e espanhóis, sendo utilizada como fonte de alimento 

e líquido pelos tripulantes das embarcações durante as viagens marítimas (Harries 1978). 

Recebe várias denominações ao redor do mundo e pode ser chamado de “niu” pelos 

polinésios, “nyior” pelos malásios e indonésios, “nyiog” pelos filipinos, “coco” pelos 

europeus de língua não inglesa e língua latina e coconut pelos de língua inglesa. 

A espécie exibe caule lenhoso, cilíndrico, do tipo estipe, com uma gema termina l 

no ápice, que é responsável pelo crescimento da parte aérea do vegetal (Lorenzi et al. 

2010). O seu sistema radicular é fasciculado (Passos e Passos 2003; Holanda et al. 2007). 

As folhas são pecioladas, simples, pinatipartidas ou pinatipalmadas (Lorenzi et al. 2010), 

com limbo rígido (Passos e Passos 2003; Holanda et al. 2007). As inflorescências são do 

tipo panícula, protegidas por uma espata, com flores pouco vistosas e geralmente 

unissexuadas, com frutos tipo drupa (Souza e Lorenzi 2008). As sementes exibem o 

endocarpo marcado com três pontuações dispostas em triângulo, com a função de permitir 

a passagem do embrião durante a germinação (Lorenzi et al. 2010). Segundo Tomlinson 

et al. (2011) a característica que difere C. nucifera das demais palmeiras é o tamanho das 

flores femininas e do fruto sendo o último adaptado a dispersão pela água por longas 

distâncias. As variedades e formas do C. nucifera foram descritas por diferentes 

pesquisadores ao redor do mundo. Liyanage (1958) descreve a primeira classificação 

sistemática de coco no Sri Lanka baseada principalmente na estatura e no comportamento 

reprodutivo de C. nucifera. As três variedades descritas foram typica, nana e aurantiaca. 
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Dentro das variedades são identificados vários morfotipos com características 

morfológicas específicas que permite distinguir populações de coqueiros (Liyanage 1958; 

Peries 1996; Ekanayake et al. 2010). Diferentes morfotipos são provenientes de 

populações naturais como “Gon Thambili” e “Ran Thambili” encontrados no Sri Lanka 

(Solangi et al. 2010; Marasinghe et al. 2019), “San Ramon” encontrados nas Filip inas 

(Jayasinghe e Hewajulige 2021) ou introduzidos em países pelo mundo como exemplo 

“Anão vermelho de Camarões”, “Anão vermelho da Malásia”, “Anão amarelo da 

Malásia”, “Anão verde de Jiqui”, “Gigante da Praia do Forte”, “Gigante de Pacatuba”, 

“Gigante de Jiqui” e “Gigante de Merepe” no Brasil (Ribeiro et al. 1999; Jucá et al. 2002; 

Loiola et al. 2008), “niu kafa” e “niu vai” no México (Zizumbo-Villarreal e Piñero 1998; 

Granados-Sánchez e López-Ríos 2002). 

As variedades de C. nucifera cultivadas no Brasil são duas: variedade typica Nar. 

(coqueiro gigante), e variedade nana Griff. (coqueiro anão) (Siqueira et al. 2002). A 

variedade gigante é polinizada predominantemente de forma cruzada por insetos 

(Conceição et al. 2004; Muniz et al. 2020), florescendo entre 6 e 8 anos após o plantio. 

Essa variedade é mais tolerante a solos e climas diversos, atinge altura média de 18 metros 

e com período de produção de 60 anos. Já a variedade coqueiro anão é 

predominantemente autopolinizada, florescendo entre 3 a 4 anos após o plantio. 

Adicionalmente, é mais susceptível a pragas, doenças e seca, atinge altura média de 10 

metros e possui período de produção de 40 anos (Liyanage 1958; Aragão 2002; Siqueira 

et al. 2002). Plantas obtidas pelo cruzamento entre as variedades typica e nana são 

chamadas de híbridos intervarietais. A variedade híbrida apresenta vantagens com relação 

aos parentais como maior e melhor qualidade da água e da copra, fibras com textura com 

potencial para indústria (Aragão 2002) além de apresentar resistência a pragas 

(Whitehead 1968; Baudouin et al. 2008; Koffi et al. 2016). 

Cocos nucifera é uma palmeira onde todas as suas partes podem ser aproveitadas. 

Os frutos podem ser comercializados verdes, para o consumo do endosperma líquido 

(água de coco), ou maduros, para a produção de óleo, leite de coco e do endosperma 

ralado (Martins e Junior 2014). A água do coco possui potencial para exploração na 

indústria biomédica e biotecnológica por possuir auxinas, citocininas, zeatinas, 

giberelinas, ácidos inorgânicos e vitaminas (Yong et al. 2009), além de apresentar efeitos 

antioxidantes, cardioprotetores e imunoestimuladores (Debmandal e Mandal 2011). O 

endosperma do coco maduro desidratado possui alto valor nutricional, rico em fibra 

alimentar e proteína, e pode ser usado em uma ampla gama de produtos alimentíc ios 
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(Kumalasari et al. 2020). O óleo de coco é utilizado na alimentação humana, além possuir 

um sabor suave, odor agradável e fácil digestão (Granados-Sánchez e López-Ríos 2002), 

apresentando potencial medicinal (Joshi et al. 2020). O óleo de coco atua como 

antibiótico natural, ajudando a modular a imunidade. Isso porque os metabólitos do óleo 

de coco liberam ácido láurico e monolaurina, conhecidos como agentes antimicrobianos 

(Joshi et al. 2020). Além do potencial alimentício e medicinal, o óleo de coco apresenta 

potencial para uso na fabricação de biodiesel (Hoang e Le 2017), e na fabricação de 

alimentos para aquicultura trazendo redução de custo e maior qualidades em comparação 

com outros óleos (Apraku et al. 2017). 

Tabela 1: Características fenológicas e potencial de produção de Cocos nucifera 
das variedades nana, typica e híbrida. 

CARACTERÍSTICAS ANÃO 

HÍBRID

O 

GIGANT

E  

SUSCEPTÍVEL A 

PRAGAS  E SECA 
+ - - 

ALTURA 10 m 18-20 m 18-20 m 

PRODUÇÃO DE FRUTOS  

(FRUTOS/PLANTA/ANO) 

150-

200 
130-150 60-80 

PERÍODO PRODUTIVO 

(ANOS) 
40 50-60 60 

PESO DO FRUTO (G) 900 1200 1400 

PESO DO NOZ (G) 550 700 800 

NÚMERO DE 

FRUTOS/ANO 

150-

200 
200-250 120-150 

VOLUME PRODUZIDO 

DE ENDOSPERMA 

LÍQUIDO/ANO 

10.000-

12.000 L/ha 

10.000-

12.000 L/ha 

5.000-

7.000 L/ha 

COPRA 

PRODUZIDA/ANO 

8 

ton/ha 

8,5-9,5 

ton/ha 

3,5-5 

ton/ha 

PERÍODO DE 

GERMINAÇÃO DA SEMENTE 

40-60 

dias 
70-90 dias 

100-150 

dias 

Fonte: Fontes et al. 2002; Martins e Junior 2014. Símbolos:  (+) susceptível, (-) não susceptível. 

 

Outro produto explorado é a casca do coco ou fibra. A casca apresenta potencial 

médico-farmacêutico, sendo utilizada contra inflamação urogenital, amenorreia, diabetes 

e diarreia, assim como o chá das raízes, para dores no estômago, e a água, para o 

tratamento de doenças renais (Lima et al. 2015). A fibra também pode ser utilizada como 
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adubo, na complementação de macronutrientes na agricultura em plantações de melão 

(Cosme et al. 2018), pimenta-de-caiena (Bustami et al. 2019) e pimentão (Camposeco-

Montejo et al. 2018) por exemplo, melhorando significativamente a produtividade. Além 

dessas utilizações a fibra, tem sido utilizado na indústria de construção civil como reforço 

em massa de concreto e blocos no solo (Danso 2017), o pó da casca (Leman et al. 2017) 

e tiras do caule de coco (Ofuyatan et al. 2020). A utilização desses materiais na construção 

civil tem ganhado atenção nos últimos anos, pois proporciona um caráter econômico, 

ecológico e renovável (Ofuyatan et al. 2020). A seiva da inflorescência de C. nucifera é 

usada para a produção do vinho, vinagre, álcool, xarope ou açúcar (Ysidor et al. 2017). 

De acordo Hebbar et al. (2020) a seiva da inflorescência de coco contém vários 

constituintes bioquímicos importantes para a saúde, como compostos fenólicos, 

flavonóides e vitamina A. 

Cocos nucifera contribui diretamente com a renda de cerca de 20 milhões de 

pequenos agricultores, sendo uma das palmeiras mais valorizadas do mundo. Com isso, 

cultivares especiais de coco, que possuem endosperma ou uma água saborosa, estão 

atraindo considerável atenção em muitos países (Adkins et al. 2018). 

 

A cultura de coco 

 

Cultivado em mais de 90 países, estima-se que a área plantada no mundo seja 

superior a 12 milhões de hectares, sendo a maior parte nos trópicos, com uma produção 

de mais de 60 milhões de toneladas de frutos concentrados principalmente na Ásia. Os 

maiores produtores são Indonésia destaca-se como maior produtor seguido por Filip inas 

e Índia (FAOSTAT 2019).  

Desde 2010, a área plantada vem aumentando de forma ascendente no mundo, 

porém a produção de frutos não acompanha esse crescimento (FAOSTAT 2019), por ser 

suscetível às mudanças de mercado devido ao interesse em outros óleos, desastres naturais 

como vendavais, secas, doenças e pragas, as quais afetam a produção e geram prejuízos.  

Em 1992, foi criado a International Coconut Genetic Resources Network 

(COGENT) pelo International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI) composto por 

38 países produtores de coco distribuídos pela Ásia, África, América Latina e Caribe 

(Batugal e Rao Ramanatha, 2005), com a função de buscar soluções para as demandas e 

problemas enfrentados pelos produtores em várias partes do mundo. Estes países mantêm 

um banco internacional de genótipos de coco que atuam em conjunto somando esforços 
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para a pesquisa dessa espécie. O Brasil encontra-se incluído neste seleto grupo e as 

atividades são desenvolvidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA). 

O cultivo do coco no Brasil iniciou-se na Bahia e espalhou-se pelo litoral nordestino 

e pelos estados do Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e São Paulo 

(Martins e Junior 2014). A região nordeste é a maior produtora de coco no país com uma 

área plantada com mais de 225 mil hectares (IBGE 2017), produzindo mais de 2 milhões 

de toneladas de frutos. O Brasil ocupa o quinto lugar na produção mundial (FAOSTAT, 

2019). Em 1990 o país ocupava apenas a 10ª posição no ranking mundial (Martins e 

Junior 2014). 

O Brasil se destaca mundialmente na produção de coco posicionando-se entre os 

maiores produtores (FAOSTAT, 2019) sendo o maior produtor da América Latina 

(Martins e Junior 2014). Porém, não é suficiente para atender a demanda do mercado 

nacional, havendo necessidade de importações, principalmente da Indonésia e Filipinas, 

considerados os maiores produtores mundiais. Isso gera interferências no mercado 

nacional e desestimula pequenos produtores (Martins e Junior 2014). Como estratégia 

para estimular a produção nacional e pequenos produtores, o Brasil desenvolve atividade s 

de capacitação e projetos de pesquisa desenvolvidos pela EMBRAPA. Esses projetos têm 

como objetivo o desenvolvimento de um programa nacional de conservação, manutenção 

da diversidade das diferentes populações de coqueiro, além de permitir o acesso e troca 

de germoplasma (COCOGENT 2019). 

Encontrando condições favoráveis, o C. nucifera tem capacidade de produção 

durante todo o ano (Holanda et al. 2007). Além do aspecto econômico observado, as 

plantações de coqueiro trazem avanços sociais e ambientais quando são exploradas de 

forma sustentável por comunidades litorâneas ou associadas a áreas fragilizadas de 

ecossistemas (Martins e Junior 2014) ou como agroflorestas (Baliton et al. 2017). O 

coqueiral pode estar associado com outras culturas, desde que sejam observados os 

espaçamentos entre eles (Debmandal e Mandal 2011). Essa técnica é usada por pequenos 

produtores, principalmente nos primeiros anos, quando não há a produção de frutos do 

coco e a passagem de luz é maior (Fontes et al. 2002). No Brasil, o plantio pode estar 

associado às culturas de subsistência como milho, mandioca e feijão, ou com a criação de 

animais (Fontes et al. 2002). 

O coqueiro é uma planta que se desenvolve melhor em temperaturas médias, 

próximas a 27°C, com umidade acima de 60%, pluviosidade mensal acima de 130 mm, 
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luminosidade acima de 120h/mês e ventos fracos a moderados (Passos 2002). A produção 

de mudas por produtores brasileiros inicia-se com a seleção de matrizes com 

características de interesse e livres do ataque de pragas e doenças, com estipe reto, poucas 

cicatrizes foliares, muitas folhas e uma boa produção de frutos (Fontes et al. 2002). 

 

Propagação do coqueiro 

 

O coqueiro propaga-se pela germinação de suas sementes, onde o caule desenvolve 

apenas um meristema apical, sem a propagação por divisão de touceiras (Lorenzi 2004). 

Assim, o principal método de multiplicação de C. nucifera é a produção de mudas via 

sementes em viveiros comerciais (Harries 2012), com uma germinação lenta e 

desuniforme (Meerow e Broschat 2012; Loyola-Vargas 2018). Diante disso, vários 

autores destacam a necessidade de desenvolver protocolos para a micropropagação de 

palmeiras, como o coqueiro, em virtude dos métodos tradicionais de melhoramento 

genético das espécies serem complexos e demorados, especialmente em razão do lento 

crescimento (Pereira et al. 2007), da germinação em palmeiras ser considerada difíc il 

(Lopes et al. 2011; Harries 2012) e por não formar touceiras, o que impede o uso de 

métodos de propagação vegetativa convencional (Lorenzi et al. 2010). Nesse contexto, a 

cultura de tecidos vegetais, especificamente a rota da embriogênese somática, se 

configura como uma alternativa à propagação ideal para a espécie. 

A embriogênese somática é um processo onde uma célula ou conjunto de células 

competentes, após uma série de mudanças bioquímicas e moleculares, formam um 

embrião bipolar (Rai et al. 2011). Esta técnica tem-se mostrado promissora para a 

otimização do sistema produtivo e a perpetuação de vegetais (Zimmermann 2010), em 

especial para espécies de palmeiras, visto que estas plantas não desenvolvem meristemas 

laterais (Lorenzi 2010). 

De fato, existem protocolos de sucesso obtidos para palmeiras por meio da 

embriogênese somática. Steinmacher et al. (2007) produziram novas plantas de pupunha 

(Bactris gasipaes), a partir de calos originados de embriões zigóticos em meio de MS 

(Murashige e Skoog 1962) suplementado com a auxina Picloram. Scherwinski-Pereira et 

al. (2010), ao combinar carvão ativado e Picloram, em testes realizados com embrião 

zigótico do açaizeiro Euterpe oleracea, obtiveram calos viáveis que contribuíram para 

estudo de propagação da espécie. Moura et al. (2009) e Luis e Scherwinski-Pereira (2014) 

alcançaram sucesso na indução de calos a partir de embriões zigóticos de Acrocomia 
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aculeata, tornando-se uma alternativa de propagação da espécie. Dentre outros trabalhos, 

citam-se a obtenção de embriões somáticos a partir de explantes de folhas de dendezeiro, 

Elaeis guineensis, inoculados em meio MS suplementados com ácido naftalenoacé tico 

(ANA) e ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Constantin et al. 2015) e de tamareiras, 

Phoenix dactylifera (Linn.) em meio MS suplementado com 2,4-D (Othmani et al. 2009; 

Kurup et al. 2014). 

O primeiro trabalho com micropropagação em coqueiros foi descrito por Eeuwens 

(1976), o qual utilizou como explantes, o caule, folhas e inflorescência, com o objetivo 

de comparar o desenvolvimento dos calos em diferentes meios de cultura. Neste trabalho, 

o autor combinou uma concentração de micronutrientes e macronutrientes em meio de 

cultura conhecida como Y3 (Eeuwens 1976). A partir de então, vários outros trabalhos 

foram desenvolvidos com diferentes explantes visando à micropropagação de C. nucifera 

via embriogênese somática. Dentre os explantes utilizados, citam-se embriões zigóticos 

(Karunaratne e Periyapperuma 1989), tecidos foliares (Buffard-Morel et al. 1992), 

ovários (Perera et al. 2009), anteras (Perera et al. 2008) e inflorescências (Sandoval-

Cancino et al. 2016). Dentre esses explantes, as plúmulas têm sido um dos mais utilizados 

na clonagem de C. nucifera (Hornung 1995; Chan et al. 1998; Fernando et al. 2003; 

Pérez-Núñez et al. 2006; Sáenz et al. 2006; Bhavyashree et al. 2016). As plúmulas podem 

ser consideradas explantes mais eficientes para micropropagação de C. nucifera via 

embriogênese somática. Isso porque explantes menores exibem uma menor taxa de 

comunicação entre as células, o que proporciona a multiplicação da massa celular 

(Bettencourt et al. 2016). Na escolha de uma variedade para utilização de plúmulas como 

explantes em processo de embriogênese somática, o C. nucifera var. nana tem se 

mostrado viável. Isso porque o coco anão apresenta altas taxas de autofecundação . Já para 

a variedade de coco gigante e seus híbridos que possuem fertilização cruzada, é indicado 

outros explantes para o sucesso do processo de embriogênese somática (Ledo et al. 2019). 

Embora existam estudos que citam a produção de plantas completas de coco por 

meio da embriogênese somática (Pérez-Núñez et al. 2006; Sáenz et al. 2010), o processo 

ainda não é bem compreendido (Fernando et al. 2010). Um dos fatores do baixo número 

de plantas produzidas é a reconhecida recalcitrância de C. nucifera às manipulações 

decorrentes do processo de embriogênese somática, uma vez que a indução de um calo 

regenerativo não é algo simples (Verdeil et al. 1994; Fernando et al. 2010; Jayaraj et al. 

2015; Rajesh et al. 2016). Assim, observa-se a formação de tecido do tipo haustório, 

sugerindo que o processo de embriogênese ocorreu sem a formação de caule e raiz 
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(Karunaratne e Periyapperuma 1990). Com isso, mais investigações são necessárias para 

otimização de protocolos de micropropagação de coco via embriogênese somática, o que 

indica que protocolos eficientes de clonagem em C. nucifera ainda estão longe de serem 

completamente entendidos. 

A micropropagação via embriogênese somática também pode ocorrer em meio de 

cultivo líquido, no interior de frascos com condições ambientais controladas, conhecidos 

como biorreatores (Etienne e Berthouly 2002; Steinmacher et al. 2011). Dois tipos de 

biorreatores podem ser utilizados, os de imersão contínua e os de imersão temporária no 

meio de cultivo (Etienne e Berthouly 2002; Teixeira e Cid 2010). 

Os biorreatores de imersão temporária são equipamentos semi-automatizados, 

baseados na utilização de meio de cultivo líquido e recipientes de cultivo relativamente 

maiores (Teixeira et al. 1995; Tarmizi et al. 2008). Esse sistema tem sido utilizado com 

intuito de reduzir a manipulação das culturas, os gastos com agentes gelificantes, o 

número de frascos envolvidos no processo e, consequentemente, os custos das mudas 

produzidas (Teixeira et al. 1995; Tarmizi et al. 2008). Pesquisas a respeito do uso de 

biorreatores para a propagação de genótipos de C. nucifera estão ausentes na literatura. 

 

A importância da anatomia na caracterização de taxonômica 

 

A caracterização de germoplasma é necessária para conhecer e diferenciar os 

acessos. A criação de bancos de germoplasma de palmeiras tem o objetivo de manter e 

conservar a variabilidade genética, tendo em vista a necessidade de fortalecer as ações de 

programas de melhoramento genético de palmeiras com grande potencial, como C. 

nucifera (Ramos et al. 2015). Nesse sentido, o conhecimento das características 

anatômicas das palmeiras é importante para a caracterização de germoplasma, pois 

fornece informações para melhor compreender as interações ecológicas e a taxonomia 

deste grupo de plantas (Tomlinson et al. 2011). 

A descrição da anatomia vegetal das palmeiras foi avaliada por Tomlinson (1961) 

ao observar 250 espécies de 137 gêneros. Nesse estudo, ele verificou que é possível 

classificar as palmeiras em grupos ao observar um conjunto de características anatômicas 

que se mostram variáveis tanto na estrutura anatômica interna como na externa das 

palmeiras (Dransfield et al. 2008). Algumas espécies de palmeiras, por exemplo Sabal 

mauritiiformis, Sabal mexicana e Sabal yapa apresentam feixes vasculares circundados 

por espessas bainhas de fibras que são visualizadas aos pares. Essa estrutura anatômica 
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varia entre as palmeiras, e reflete a resistência e flexibilidade dessas plantas (Pérez e 

Rebollar 2003). Assim como em outras palmeiras, a distribuição dos feixes vasculares 

tornou-se um fator importante que influencia a classificação de diferentes grupos 

(Tomlinson, 1961). 

Horn et al. (2009) ao comparar os gêneros Dypsis, Butia e Ceroxylon observaram 

que as folhas pinadas, possuíam poucas diferenças na morfologia externa, ao contrário da 

lâmina foliar que apresentavam grandes diferenças anatômicas quanto a presença e 

distribuição das fibras, e na simetria da lâmina. Os gêneros Dypsis e Ceroxylon têm uma 

simetria dorsiventral, enquanto Butia apresenta uma lâmina isobilateral (Horn et al. 

2009). Essa é uma diferença estrutural importante, porque as folhas isobilaterais, com 

estômatos e mesofilo em ambas as epidermes das folhas podem aumentar as taxas de 

fotossíntese em ambientes com muita luz, diferente das folhas dorsiventrais (Smith et al. 

1997). Essas e outras características anatômicas, relacionadas a epiderme e a hipoderme, 

formam em conjunto muitas das variações anatômicas mais facilmente perceptíveis nas 

folhas das palmeiras (Horn et al. 2009). 

Outra característica anatômica importante são os corpúsculos de sílica. A presença 

e a forma dos corpos de sílica podem caracterizar espécies, gêneros e famílias, tendo alto  

valor taxonômico, pois essas estruturas são determinadas geneticamente com pouca 

influência do ambiente (Moller e Rasmussen 1984). Em C. nucifera os corpos de sílica 

estão associados às células epidérmicas dos segmentos foliares (Araújo et al. 2013), e 

também aos feixes vasculares de flores masculinas e femininas (Guevara e Jáuregui 

2008). A presença de corpúsculos de sílica é comum em outras espécies de palmeiras, 

não só na folha, mais associada a células epidérmicas, no floema dos feixes vasculares, 

na nervura central e na bainha foliar (Silva e Potiguara 2008). 

A cera epicuticular pode ser encontrada em diferentes padrões de deposição em 

palmeira, sendo útil como um caráter adicional para diferenciação taxonômica entre 

gêneros (Vianna et al. 2017). Outro caráter anatômico importante para a identificação e 

separação de espécies dentro de gênero de palmeiras é a nervura central (Vianna et al. 

2017). De acordo com Vianna et al. (2017), no gênero Acrocomia, embora os tecidos e 

as estruturas na nervura central sejam similares, o número, tamanho e distribuição destes 

são diferentes em cada espécie desse gênero. 

A localização e a densidade dos estômatos, pode estar associado a penetração de 

doenças, considerando que estômatos em maior densidade facilitam a inserção de 

patógenos (Araújo et al. 2013), além de auxiliar na diferenciação taxonômica entre as 
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variedades de C. nucifera (Manthriratna e Sambasivam 1974; Solangi et al. 2010). Os 

estômatos podem estar localizados no mesmo nível das demais células circunvizinhas da 

epiderme, como nos segmentos foliares de C. nucifera (Araújo et al. 2013), ou abaixo das 

células epidérmicas, como é observado em outras palmeiras (Henderson 2006). 

Apesar de muitas estruturas anatômicas serem úteis para classificação e 

diferenciação de espécies, a anatomia deve ser tratada com cautela, pois algumas 

estruturas podem ser influenciadas pelo ambiente (Evert 2006). Por isso que a 

caracterização morfo-anatômica utiliza um conjunto de estruturas ao diferenciar as 

variedades, espécies e gêneros dentro do grupo de palmeiras (Tomlinson 1961). A 

diferenciação entre as variedades de C. nucifera é baseada em caracteres morfológicos 

tais como a estatura do vegetal, cor, peso e formato dos frutos (IPGRI 1995). Estudos 

sobre as diferenças anatômicas entre as variedades de C. nucifera ainda são pouco 

exploradas. 
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Anatomia foliar antecipa a distinção de duas variedades de Cocos nucifera 

L. (Arecaceae) com fórmula vascular 
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RESUMO 

 

Cocos nucifera é uma palmeira icônica e importante para a economia de países 

tropicais, sendo usada como alimento e na produção de bebidas, extração de óleo e 

fabricação de cosméticos, entre outros. São suas as variedades mais exploradas no Brasil. 

São elas as variedades nana e typica que são distinguíveis na fase adulta. O objetivo deste 

estudo foi identificar as diferenças anatômicas foliares entre estas variedades. Cortes 

transversais e preparados paradérmicos foram obtidos para os segmentos foliares de 21 

indivíduos de cada variedade. Os resultados revelaram que existem diferenças 

consideráveis entre as variedades estudadas, quanto à espessura do complexo cutícula-

parede celular periclinal externa, densidade dos estômatos, espessura do mesofilo, 

diâmetro do metaxilema e padrão vascular. O mesofilo nas duas variedades apresenta uma 

variação gradativa no tamanho das células. O padrão na organização dos feixes vasculares 

foi representado por uma fórmula vascular, onde foi possível perceber diferenças na 

distribuição dos feixes vasculares entre as variedades nana e typica. Assim, constatamos 

que esse padrão vascular pode ser útil para distinguir C. nucifera ao nível de variedades, 

auxiliando na taxonomia destas plantas. Isto pode ajudar a antecipar a identificação das 

variedades, pois as plantas podem ser distinguidas ainda jovens, antes de sua fase 

reprodutiva, o que pode ser útil em programas de melhoramento da espécie a partir da 

produção de híbridos. 

Palavras chave: anatomia foliar, coco-da-bahia, fórmula vascular, taxonomia. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Cocos nucifera L. é uma palmeira relevante a nível mundial, com área plantada 

superior a 12 milhões de hectares, produzindo mais de 60 milhões de toneladas de frutos 

por ano (FAOSTAT 2019). É uma planta icônica e importante para a economia de países 

tropicais (Tomlinson et al. 2011; Martins e Junior 2014). A planta fornece a água de coco, 

óleo, leite de coco, endosperma ralado (Martins e Junior 2014), bebidas e açúcar de palma 

(Granados-Sánchez e López-Ríos 2002). Suas estruturas podem auxiliar no tratamento de 

enfermidades (Yong et al. 2009; Debmandal e Mandal 2011; Lima et al. 2015), ou servir 

de matéria prima para a produção de cosméticos, biocombustíveis, resinas e tintas 

(Granados-Sánchez e López-Ríos 2002). 

As duas variedades exploradas economicamente são a C. nucifera var. typica Nar. 

e C. nucifera var. nana Griff., e a principal diferença entre elas é o porte (Santos et al. 

1996; Foale 2003). Há ainda outras diferenças morfológicas relativas às folhas e caule, 

ciclo fenológico (Santos et al. 1996; Siqueira et al. 2002) e tamanho do genoma (Neto et 

al. 2016). Estas variedades também diferem quanto a caracteres de interesse agronômico, 

como período de produtividade, quantidade de frutos por safra, tamanho dos frutos e 

resistência a pragas ou seca (Siqueira et al. 2002).  

Apesar destas diferenças, a identificação da variedade das plantas ainda em fase 

vegetativa é difícil, especialmente em plantas jovens. Uma vez que um coqueiro leva em 

média três anos para começar a se reproduzir (Fontes et al. 2002), é praticamente inviáve l 

distinguir as duas variedades antes disso. 

Estudos anatômicos foliares têm gerado importantes contribuições para a 

taxonomia das Arecaceae, possibilitando a distinção de gêneros e espécies (Hefler e 

Longhi-Wagner 2010; Tomlinson et al. 2011; Gomes e Borges 2013; Noblick 2013; 

Pinedo et al. 2016; Vianna et al. 2017). O primeiro estudo abrangente deste grupo foi 

feito por Tomlinson (1961). O conhecimento nesta área está bem avançado, mas alguns 

gêneros da família ainda precisam de melhor abordagem anatômica (Tomlinson et al. 

2011). A despeito da volumosa produção científica neste tema, a avaliação das variações 

histológicas intraespecíficas em plantas dessa família não foi localizada. 

Dados anatômicos têm possibilitado a melhor compreensão da interação coqueiro -

patógenos em C. nucifera (Eden-Green e Mpunami 2005; Araújo et al., 2013), sendo úteis 

como subsídio para os trabalhos de melhoramento genético (Passos e Passos 2003). No 
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entanto, o conhecimento sobre a anatomia foliar desta espécie ainda tem lacunas, e.g. 

sobre seu padrão vascular.  

Em Poaceae, os feixes vasculares são classificados conforme sua ordem (Ellis 

1976). Esta classificação revelou um padrão vascular, onde a sequência da ordem dos 

feixes condutores repete-se ao longo da folha, o que gerou a proposição de uma fórmula 

vascular (Gomes e Borges 2013). O padrão e a fórmula vascular já foram aplicados para 

outras Arecaceae (Pinedo et al. 2016), mas ainda não foram testados para C. nucifera, 

tampouco foram avaliados a nível intraespecífico entre as monocotiledôneas como um 

todo. 

O objetivo do presente trabalho foi analisar a anatomia foliar das variedades typica 

e nana de C. nucifera. Buscou-se também verificar se existe um padrão vascular nas 

folhas destas plantas e se este pode distinguir as variedades analisadas. A possível 

identificação das variedades das plantas enquanto ainda jovens, antes de sua fase 

reprodutiva, é um dos objetivos aqui almejados. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

Amostragem. 

Acessos das variedades nana e typica de C. nucifera foram cedidos pelo Banco 

Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Tabuleiros Costeiros. Todos os acessos foram 

plantados entre os anos de 1982 a 1989. Os acessos da variedade nana estão localizados 

no Campo Experimental de Itaporanga D’Ajuda (11° 06' 40 "S e 37° 11 '15"W), a 28 km 

de Aracaju, cultivados em solo classificado como Neossolo quartzarênico. As plantas 

estão dispostas em espaçamento de 7,5 × 7,5 × 7,5 m em triângulo equilátero. Os acessos 

da variedade typica estão localizados no Campo Experimental do Betume, município de 

Ilha das Flores (10°26 05" S e 36°52 21" W), a 140 km de Aracaju, cultivadas em solo 

classificado como Areia Quartzosa Distrófica. A pluviosidade média para as duas áreas 

de cultivo varia entre 1.250 - 1.400 mm anuais, com umidade relativa média de 75%. O 

clima da região é tropical chuvoso com verão seco, segundo a classificação de Köppen 

(Peel et al. 2007). 

Duas exsicatas testemunhas foram coletadas conforme o roteiro de Martins e 

Filgueiras (2010) e depositadas no Herbário da Universidade de Brasília (acrônimo UB, 

conforme Thiers 2019), referentes às duas variedades: C. nucifera var. nana, G.C. Frugeri 

13 (UB 219055); C. nucifera var. typica, G.C. Frugeri 15 (UB 219056).  
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Para a caracterização anatômica, três segmentos foliares foram coletados por 

indivíduos, oriundos de 21 indivíduos da variedade nana e 30 indivíduos da variedade 

typica. As amostras com 2 cm² foram retiradas da região mediana das folhas e no terço 

médio dos segmentos foliares entre a 9ª e 14ª folha, sendo fixadas em FAA 50 (Johansen 

1940) e estocadas em etanol 50%. 

Preparação do material botânico. 

Secções transversais das amostras dos segmentos foliares foram obtidas em 

micrótomo de mesa do tipo Ranvier e clarificadas com hipoclorito de sódio (Kraus e 

Arduin 1997). Os cortes foram lavados cinco vezes com água destilada, corados com azul 

de alcian e safranina etanólica 4:1 por ca. 5 minutos (Johansen 1940). 

Para a obtenção das preparações paradérmicas, amostras foliares com cerca de 1 

cm2 foram imersas em solução de Franklin 30% (Johansen 1940) por 36 h a 60°C e 

lavadas em água destilada três vezes. As epidermes foram coradas com safranina 

etanólica 1% por 1 min (Johansen 1940).  

Após a coloração, ambos os cortes transversais e os preparados paradérmicos foram 

desidratados em gradiente etanólico 50-60-70-80-90-100% e submetidos a gradiente de 

etanol:acetato de butila 3:1, 1:1, 1:3 (v:v) e acetato de butila puro, produzindo lâminas 

permanentes lutadas com verniz vitral incolor (Paiva et al. 2006). 

O registro das imagens foi realizado em fotomicroscópio associado ao 

microcomputador com sistema de captura de imagens LAS EZ, no Departamento de 

Botânica da Universidade de Brasília. 

Análise anatômica. 

A lista de caracteres analisados nas secções transversais e nas preparações 

paradérmicas dos segmentos foliares encontra-se no Apêndice 1. A análise da 

vascularização foliar foi feita a fim de identificar a presença ou não de um padrão vascular 

e para testar a aplicação da fórmula vascular (FV) conforme proposto por Silva (2011) e 

adaptações para Arecaceae de Pinedo (2015).  

As medições das estruturas celulares foram realizadas com auxílio do programa 

ImageJ (Rueden et al. 2017). Os dados quantitativos foram determinados pela média 

aritmética simples para cada variedade amostrada. Imagens dos cortes transversais foram 

utilizadas para as medições da espessura do complexo cutícula-parede periclinal externa 

adaxial, protoplasto da epiderme adaxial, espessura da epiderme, espessura da hipoderme 

adaxial, espessura do complexo cutícula-parede periclinal externa abaxial, espessura do 
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mesofilo e diâmetro do metaxilema. As demais medições foram realizadas a partir de 

imagens obtidas das preparações paradérmicas: comprimento do ostíolo, largura da célula 

guarda e densidade dos estômatos por milímetro quadrado.  

Para cada parâmetro, foram feitas ao menos três medições, em três segmentos 

foliares de cada um dos 21 indivíduos utilizados para cada variedade, resultando em no 

mínimo 189 medições. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) pelo teste F e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey, ao nível de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 

 

Símbolos e letras para a representação dos feixes vasculares 

 

P → feixes vasculares de primeira ordem; 

S → feixes vasculares de segunda ordem; 

T → feixes vasculares de terceira ordem; 

Q → feixes vasculares de quarta ordem; 

X → qualquer feixe vascular; a ausência de sobrelinhado indica feixe livre 

adaxialmente; a ausência de sublinhado indica feixe livre abaxialmente. 

𝑋→ sobrelinhado simples indica feixe semi-travado adaxial; 

𝑋→ sobrelinhado duplo indica feixe travado adaxial; 

𝑋→ sublinhado simples indica feixe semi-travado abaxial; 

𝑋 → sublinhado duplo indica feixe travado abaxial; 

𝑋 →sobrelinhado e sublinhado indicam feixe semi-travado nas faces adaxial e 

abaxial; 

𝑋 → sobrelinhado duplo e sublinhado duplo indicam feixe travado nas faces adaxial 

e abaxial; 

( ) → bainha completa e a ausência deste símbolo significa que é bainha incomple ta;  

[ ] → isolamento de um grupo de feixes com as mesmas características; 

{ } → isolamento de mais de um grupo de feixes com as mesmas características; 

+ → soma grupos isolados dentro de uma representação e une duas representações 

diferentes ocorrentes na mesma área; 

|*| → clorênquima radial; 

| | → mesofilo homogêneo; 
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|-| → mesofilo isolateral; 

|T| → mesofilo dorsiventral; 

|J| → mesofilo dorsiventral gradativo; 

 

3. RESULTADOS 

Cocos nucifera L. (Figura 1-2) 

Lâmina foliar plana, sem ondulações. Epiderme uniestratificada, com células 

comuns poligonais, com contorno reto a levemente curvo em ambas as faces. Folha 

hipoestomática; complexo estomático paracítico, na região intercostal, distribuição 

irregular ou em fileiras; câmaras subestomáticas presentes; cristas presentes nas faces 

externa e interna nas células-guarda e nas subsidiárias; células-guarda reniformes e 

niveladas. Tricomas pluricelulares, estrelados e esparsos, em depressões profundas da 

epiderme abaxial. Células buliformes abaxiais, na axila da nervura mediana, com 3-4 

camadas, retangulares, a maioria 1,5-6 vezes mais altas que largas. Hipoderme adaxial 

com 2-3 camadas de células retangulares a isodiamétricas, de formato semelhante ou 

diferente entre a primeira e segunda camadas; hipoderme abaxial às vezes pouco 

conspícua, com 1 camada de células, altas ou não, secretoras ou não. Fibras adaxiais e 

abaxiais adjuntas ou mergulhadas na hipoderme, em grupos de 3-14 células. Mesofilo 

dorsiventral gradativo, parênquima clorofiliano denso, 5-12 camadas; células 5-12 vezes 

mais altas que largas na região adaxial, 1-3 vezes mais altas que largas na região abaxial. 

Feixes vasculares colaterais, até quarta ordem, os de terceira e quarta ordens abaixo da 

metade do mesofilo;  os de primeira ordem ovais, travados nas duas faces ou travados 

adaxialmente e semitravados abaxialmente; metaxilema no centro, com 1(-3) elementos 

de vaso; floema com 1-4 grupos de células condutoras separados por fibras; feixes de 

menor calibre 13-31 entre dois de primeira ordem, predominantemente livres em ambas 

as faces ou travados abaxialmente; os de segunda ordem elípticos, 1 ou 3 entre os feixes 

de primeira ordem; os de terceira ordem elípticos, alternos aos feixes de primeira e 

segunda ordens; os de quarta ordem circulares, alternos aos de terceira ordem. Bainha 

externa endodérmica, incompleta em todos os feixes vasculares, pouco conspícua nos 

feixes vasculares de primeira ordem e bem definida nos demais feixes; extensão da 

bainha presente nos feixes de primeira ordem, presente ou não abaxialmente nos feixes 

de menor calibre, pronunciada ou não; bainha interna esclerenquimática, completa nos 

feixes de primeira e segunda ordens e variável nos de terceira e quarta ordens; fibras com 
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paredes celulares mais delgadas e lúmens maiores na região adaxial e paredes mais 

espessas e lúmens menores na região abaxial. Margem foliar arredondada ou angulosa, 

revoluta ou não; 1-2 camadas de colênquima com espessamento total; 3(-4) feixes 

marginais circulares, elípticos ou ovais, com numerosas fibras de parede grossa abaxiais 

e com ou sem elementos de condução; canais secretores 1-2, perto ou longe dos feixes 

marginais. 

 

Chave de identificação das variedades de Cocos nucifera 

1’ Células-guarda 38,3µm compr.; células buliformes em 3 camadas; células da segunda 

camada hipodérmica mais largas que altas; fibras adaxiais adjuntas à hipoderme; 

mesofilo 408,8µm espessura.; células adaxiais do parênquima clorofiliano 2-3 vezes 

mais altas que largas; feixes vasculares de menor calibre 13-15 entre dois de primeira 

ordem, em geral livres em ambas as faces ................................. C. nucifera var. nana 

1” Células-guarda 19,4µm compr.; células buliformes em 4-5 camadas; células da 

segunda camada hipodérmica mais altas que largas; fibras adaxiais mergulhadas na 

hipoderme; mesofilo 334,6µm espessura.; células adaxiais do parênquima clorofiliano 

(2)-12 vezes mais altas que largas; feixes vasculares de menor calibre 28-31 entre dois 

de primeira ordem, em geral livres adaxialmente e travados abaxialmente 

.................................................................................................... C. nucifera var. typica 

 

Cocos nucifera L. var. nana Griff. (anão) 

(Figuras 1 e 2A) 

Lâmina foliar com epiderme com complexo cutícula-parede periclinal externa 

6,30µm espess. Epiderme adaxial 12,5µm espess. Complexo estomático com células-

guarda 38,3 x 5,37µm, ostíolo 27,98µm compr., densidade estomática 185,2  Células 

buliformes em 3 camadas, a maioria 2 vezes mais altas que largas. Hipoderme adaxial 

43,67µm espess., com 2-3 camadas de células, a primeira e a segunda camadas com 

células semelhantes entre si e predominantemente mais largas que altas; hipoderme 

abaxial às vezes pouco conspícua, 17,97µm espess., com 1 camada de células mais 

delgadas que as da face adaxial e a maioria mais largas que altas; fibras adaxiais 

mergulhadas no mesofilo e adjuntas à hipoderme, em grupos de 3-14 células; fibras 

abaxiais mergulhadas na hipoderme, em grupos de 3-7 células. Mesofilo 408,8µm 

espess.; parênquima clorofiliano com 8-12 camadas, células 2-3 vezes mais altas que 
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largas nas camadas adaxiais, células (1)-2 vezes mais altas que largas nas camadas 

abaxiais.  

 

 

Figura 1. Secções transversais dos segmentos foliares de Cocos nucifera var. nana 

Griff. A. Visão geral: padrão vascular com a sequência PQTQTQTQSQTQTQTQP. B. 
Bordo foliar com feixes vasculares marginais e canais secretores (setas). C. Feixe 
vascular de primeira ordem com metaxilema central (MX) e floema (F) abaxial com 

grupos de células condutoras separados por fibras. D. Axila foliar com 3 camadas 
hipodérmicas adaxiais e 3 camadas de células buliformes abaxiais. Escalas: A= 500µm, 

B= 200µm, C-D= 50µm. Legenda: Cb: célula buliforme; F: floema; FVP: feixe vascular 
de primeira ordem; FVS: feixe vascular de secunda ordem; FVT: feixe vascular de 
terceira ordem; FVQ: feixe vascular de quarta ordem: MX: metaxilema. 
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Feixes vasculares de primeira ordem com vasos do metaxilema 68,75µm diâm., 

com extensão abaxial da bainha pouco pronunciada e com fibras de parede delgada; feixes 

de menor calibre 13-15 entre dois de primeira ordem, em geral livres em ambas as faces; 

1 feixe de segunda ordem entre os de primeira ordem; 3 feixes de terceira ordem entre os 

de segunda ordem; os de quarta ordem alternos aos de terceira ordem. 
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Figura 2. Epiderme abaxial da folha de Cocos nucifera (A-B, D: preparado 

paradérmico; C, E: secções transversais). A, C, D, E. Var. nana. B, C, D, E. Var. typica. 
A-B. Epiderme abaxial da var. nana (A), com tricoma (estrela), e da var. typica (B). C. 
Estômato com cristas externas e internas nas células-guarda e subsidiárias (setas). D. 

Complexo estomático paracítico. E. Tricoma pluricelular em depressão. Escalas: A, B= 
50µm; C-D= 20µm; E= 50µm. Legenda: ES: estômato; CS: célula subsidiária; CG: célula 

guarda; TR: tricoma. 
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Cocos nucifera L. var. typica Nar. (gigante) 

(Figura 3) 

Lâmina foliar com epiderme com complexo cutícula-parede periclinal externa 

cerca de 4,97µm espess. Epiderme adaxial 11,8µm espess. Epiderme adaxial 11,82µm 

espess. Complexo estomático com células-guarda 19,4 x 6,0µm, ostíolo 7,19µm compr., 

densidade estomática 154,7. Células buliformes em 4-5 camadas, a maioria 2 vezes mais 

altas que largas. Hipoderme adaxial 51,93µm espess. com 2 camadas de células de 

formato diferente entre si, células predominantemente mais altas que largas na segunda 

camada; hipoderme abaxial 18,89µm espess., com 1 camada de células de altura 

semelhante às da face adaxial e em sua maioria mais altas que largas; fibras adaxiais e 

abaxiais mergulhadas na hipoderme, em grupos de 3-11 células adaxiais e de 3-16 células 

abaxiais. Mesofilo 334,6µm espess.; parênquima clorofiliano com 5-6 camadas, células 

adaxiais (2)-12 vezes mais altas que largas, células 2-3 vezes mais altas que largas nas 

camadas mais abaxiais. Feixes vasculares de primeira ordem com vasos do metaxilema 

48,43µm diâm., com extensão abaxial da bainha muito pronunciada e com fibras de 

parede espessa; feixes de menor calibre 28-31 entre dois de primeira ordem, em geral 

livres adaxialmente e travados abaxialmente; 3 feixes de segunda ordem entre os de 

primeira ordem; 3 feixes de terceira ordem entre os de segunda ordem; os de quarta ordem 

alternos aos de terceira ordem. 
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Figura 3. Secções transversais dos segmentos foliares de Cocos nucifera var. typica 
Nar. A-B. Visão geral (B= detalhe de A): mesofilo dorsiventral gradativo e padrão 
vascular com a sequência: PQTQTQTQSQTQTQTQSQTQTQTQSQTQTQTQP. C. 

Bordo foliar com feixes vasculares marginais e canais secretores (setas). D. Feixe 
vascular de primeira ordem com metaxilema central (MX) e floema (F) abaxial com 

grupos de células condutoras separados por fibras; notar estômato com cristas nas células -
guarda e subsidiárias e a câmara subestomática. E. Axila foliar com 2 camadas 
hipodérmicas adaxiais e 4 camadas de células buliformes abaxiais. Escalas: A= 500µm, 

B, D= 50µm, C= 200µm.  Legenda: Cb: célula buliforme; F: floema; FVP: feixe vascular 
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de primeira ordem; FVS: feixe vascular de secunda ordem; FVT: feixe vascular de 

terceira ordem; FVQ: feixe vascular de quarta ordem: MX: metaxilema. 
 

 

Tabela 1. Caráteres anatômicos quantitativos foliares de Cocos nucifera variedades 

nana e typica. Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os 

tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significância. 

Caráteres anatômicos 

Variedades 

nana 

(µm) 

typica 

(µm) 

Espessura da cutícula-parede celular 

adaxial 
6,30 a 4,97 b 

Espessura da epiderme adaxial 12,53 a 11,82 a 

Espessura do protoplasto da epiderme 

adaxial 
8,49 a 8,14 a 

Espessura da cutícula-parede celular 

abaxial 
4,73 a 3,88 a 

Espessura da epiderme abaxial 12,09 a 11,04 a 

Comprimento do ostíolo 28,83 a 28,12 a 

Largura da célula guarda 5,37 a 6 a 

Densidade estomática 185,2a 154,7b 

Espessura da hipoderme adaxial 43,67 a 51,92 a 

Espessura da hipoderme abaxial 17,97 a 18,89 a 

Espessura do mesofilo 408,88 a 
334,62 

b 

Distância entre feixes de primeira ordem 
2.056,76 

a 

2.422,0

2 a 

Diâmetro do metaxilema 68,74 a 48,43 b 

 

As variedades de C. nucifera apresentam um padrão vascular, que pode ser 

expresso sob as duas fórmulas vasculares a seguir. 

Fórmula vascular de C. nucifera var. nana Griff. (anão):  

|𝑃̿ {𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄}𝑆{𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄}𝑃̿ | |𝐽| 
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Fórmula vascular de C. nucifera var. typica Nar. (gigante): 

|𝑃̿ {𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄}𝑆 {𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄} 𝑆 {𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄}𝑆 {𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄𝑇𝑄} 𝑃̿ |  |𝐽| 

 

As amostras dos segmentos foliares desidratadas são apresentadas na Figura 4. 

 

Figura 4. Face abaxial dos segmentos foliares das variedades de Cocos nucifera, 

após desidratação por 2h. A. Var. nana: nervuras de menor calibre pouco conspícuas. B. 
Var. typica: nervuras de menor calibre bem evidentes. Escala: A=B=500µm. 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho é a primeira descrição de variações anatômicas intraespecíf icas 

em Cocos nucifera e possivelmente em Arecaceae, considerando que não foram 

encontrados relatos similares na abrangente literatura anatômica sobre esta família (e.g. 

Tomlinson 1961; Hefler e Longhi-Wagner 2010; Tomlinson et al. 2011; Gomes e Borges 

2013; Noblick 2013; Pinedo et al. 2016; Vianna et al. 2017).  

A anatomia foliar de Cocos nucifera foi analisada por Araújo et al. (2013), mas não 

foi especificada a variedade descrita. O presente trabalho identificou ao menos 23 

diferenças histológicas entre as variedades nana e typica, que estão entre as mais 

cultivadas desta espécie (Santos et al., 1996; Siqueira et al., 2002), destacando-se os 

caráteres: comprimento das células-guarda; número de camadas e formato das células 

buliformes; altura relativa das células da segunda camada hipodérmica e daquelas do 

parênquima clorofiliano; inserção ou não das fibras na hipoderme; espessura do mesofilo; 

número de feixes vasculares de menor calibre entre dois feixes de primeira ordem e se 

são travados ou não. Outra diferença marcante constatada refere-se ao padrão vascular 

(vide adiante). Com base nestas características, pode-se inferir que a var. nana foi usada 

no trabalho de Araújo et al. (2013).  
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Em Arecaceae, a epiderme é formada por células dispostas em fileiras longitudina is 

ao longo dos segmentos foliares, tendo hipoderme nas faces adaxial e abaxial (Tomlinson 

et al. 2011; Noblick 2013). As células epidérmicas comuns têm paredes anticlinais retas 

em todas as espécies de Allagoptera L. (Antunes e Defaveri et al. 2015; Pinedo et al. 

2016) e em espécies de Butia Becc. (Sant’Anna-Santos et al. 2018), sendo 

acentuadamente sinuosas em Mauritia flexuosa L.f. (Passos e Mendonça, 2006; Guevara 

et al. 2011). Paredes anticlinais sinuosas distinguem a epiderme de Attalea speciosa Mart. 

de outras espécies do gênero (Mata et al. 2022). Já em C. nucifera estas células se 

mostraram invariavelmente de contorno reto e não distinguem as variedades.  

De modo geral, a epiderme forneceu poucos caracteres para fins taxonômicos no 

presente estudo. A espessura da epiderme na face adaxial (cortes transversais) não 

apresentou diferença significativa entre as variedades estudadas (Tabela 1). As folhas são 

hipoestomáticas em ambas as variedades e não apresentaram diferenças significat ivas 

quanto ao comprimento dos ostíolos e largura das células guardas. Um grande número de 

caráteres epidérmicos é encontrado em outros grupos de monocotiledôneas, como as 

Poaceae (Ellis 1976; Oliveira et al. 2015, 2019; Reis et al. 2015; Werllen-Santos et al. 

2021) e Cyperaceae (Hefler e Longhi-Wagner 2010). Já Arecaceae parece estar longe 

disto (e.g. Pinedo et al. 2016; Mata et al. 2022) e a variação intraespecífica reduzida na 

epiderme foliar de C. nucifera está dentro do esperado. 

A espessura da proteção de cera e o seu desenvolvimento na epiderme estão 

relacionados com a quantidade de luz e a umidade do ar (Ranasinghe et al. 1999). A 

cutícula epidérmica é a principal barreira contra a perda de água no corpo primário do 

vegetal (Riederer e Schreiber 2001) e esta estrutura foi significativamente mais espessa 

na var. nana do que na var. typica (Tabela 1), o que poderia contribuir para uma maior 

resistência à seca. Por um lado, a var. nana foi reportada como mais sensível às variações 

de umidade (Liyanage 1958; Aragão 2002; Siqueira et al. 2002); por outro lado, há 

genótipos com maior e menor resistência à seca para as duas variedades (Nainanayake et 

al. 2008; Samarasinghe et al. 2022). Estes dados indicam que a cutícula não é o único 

fator determinante desta característica agronômica. 

Os estômatos estão dispostos em fileiras paralelas em C. nucifera, separadas por 

células comuns (Fig. 3A-B), sendo esta uma característica comum para folhas 

paralelódromas (Cutter 1969; Evert e Esau 2013). O complexo estomático é responsável 

pela regulação da transpiração (Abdulrahaman e Oladele 2009). Manthriratna e 

Sambasivam (1974) e Solangi et al. (2010) constataram uma maior densidade dos 
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estômatos na var. nana do que na typica, o que foi corroborado pelo presente trabalho 

(Tabela 1). Por outro lado, estes autores consideraram que esta característica não é 

relevante para distinguir estas variedades (Manthriratna e Sambasivam 1974; Solangi et 

al. 2010). Efetivamente, a contagem estomática demanda muito tempo e requer a 

obtenção dos preparados paradérmicos.  

A produtividade em C. nucifera está relacionada a fatores ambientais como a 

umidade, e a transpiração está relacionada com o resfriamento do dossel, taxas de 

fotossíntese, produção de flores femininas e queda de frutos imaturos (Nainanayake et al. 

2008). Isso pode explicar o melhor desempenho da var. nana para a produção de frutos 

(Aragão 2002; Siqueira et al. 2002), visto que ela possui melhores valores para espessura 

do complexo cutícula-parede celular periclinal e densidade estomática.  

A densidade estomática em C. nucifera pode ter relação com doenças foliares 

(Pascholati e Dalio 2011), uma vez que o ostíolo dos estômatos pode ser a principal porta 

de entrada dos fungos nestes órgãos (Vitória et al. 2008; Bhuiyan et al. 2021).  

As células-guarda das palmeiras têm formato reniforme, e encontram-se localizadas 

ao nível das demais células epidérmicas (Tomlinson et al. 2011; Araújo et al. 2013; Fig. 

3C). Cristas são relatadas em estômatos de espécies de Allagoptera (Pinedo et al. 2016), 

Butia (Sant’Anna-Santos et al. 2018), Oenocarpus (Silva e Potiguara 2008) e em 

Socratea exorrhiza (Kikuchi et al. 2016). Esta caraterística não foi descrita para Cocos, 

mas é possível identificá- la em ilustrações (Tomlinson et al. 2011, Fig. 79a).  

Em geral, as cristas são saliências cuticulares relatadas para as células-guarda 

(Dilcher 1974). Pinedo et al. (2016) descreveram também as cristas nas células 

subsidiárias.  Ambos os tipos de cristas são projeções que criam microcâmaras ao nível 

da epiderme foliar, onde possivelmente o vapor de água se acumula, diminuindo sua perda 

pela ação do vento e diminuindo a transpiração. 

Abdulrahaman e Oladele (2009) apontaram o complexo estomático como paracítico 

em C. nucifera; já Araújo et al. (2013) consideraram que seria tetracítico, com células 

subsidiárias polares em comum entre estômatos vizinhos (células geminadas).  

A interpretação desta característica requer a análise dos estômatos em vista frontal 

(Fig. 2A-B) e em secção transversal (Fig. 2C). De fato, há duas células subsidiárias, e não 

quatro. Esta controvérsia na literatura possivelmente se deva a que, em vista frontal, as 

células subsidiárias ficam fora de foco, aparecendo apenas uma parte muito estreita das 

mesmas. Também a organização das células epidérmicas vizinhas, geralmente em número 

de quatro, pode sugerir que são subsidiárias; no entanto, elas têm formato e número 
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inconstantes e são similares a outras células comuns da epiderme.  Desta forma, há duas 

células subsidiárias no complexo estomático em C. nucifera, ambas paralelas às células-

guarda, pertencendo ao tipo paracítico, conforme os critérios de Dilcher (1974). 

Os tipos de tricomas em Arecaceae têm utilidade taxonômica e filogené tica 

(Henderson e Stevenson 2006). As folhas de Allagoptera não possuem tricomas (Pinedo 

et al. 2016), enquanto que as de Oenocarpus podem apresentar tricomas tectores 

pluricelulares em ambas as faces (Silva e Potiguara 2008). Em Mauritia flexuosa, os 

tricomas são simples e unicelulares (Passos e Mendonça 2006). Já em C. nucifera, os 

tricomas são exclusivamente abaxiais, com a base formada por 3-4 células (Tomlinson et 

al. 2011; Araújo et al. 2013), sendo escassos e sem diferenças entre as variedades aqui 

analisadas. 

Células buliformes em C. nucifera encontram-se dispostas em três ou mais camadas 

com formato retangular, próximas à nervura principal abaxial semelhante ao encontrado 

em outras Arecaceae (Silva 2006; Gomes e Borges 2013; Pinedo et al. 2016). As células 

buliformes foram também descritas para as famílias Poaceae, Cyperaceae e Juncaceae, 

sendo elas responsáveis nesses grupos por enrolar as laterais do limbo como mecanismo 

de resistência ao estresse hídrico (Grigore e Toma 2017) e ao perderem água acabam 

reduzindo o turgor, o que ocasiona o dobramento da folha (Ellis 1979). De um modo geral 

as células buliformes nas monocotiledôneas são adaxiais (Oliveira et al. 2015), enquanto 

nas palmeiras são abaxiais (vide Silva e Potiguara 2008; Pinedo et al. 2016). Em espécies 

de Cyperus as variações no número de camadas celulares e a ocorrência de grupos de 

fibras juntos com as células buliformes foram características importantes para separar as 

espécies (Hefler e Longhi-Wagner 2010). No presente trabalho, o número de camadas das 

células buliformes e seu formato predominante separou as duas variedades de C. nucifera. 

Em Arecaceae, a hipoderme está presente nas duas faces foliares, sendo mais 

desenvolvida adaxialmente (Tomlinson et al. 2011). Espécies de Acrocomia apresentam 

uma camada simples hipodérmica, que não possibilita a distinção de suas espécies entre 

si (Vianna et al. 2017). Já C. nucifera possui 2-3 camadas hipodérmicas adaxiais, que 

reúnem caracteres distintivos a nível intraespecífico. Enquanto a var. nana tem o formato 

semelhante destas células adaxiais, que são mais largas que altas, a var. typica distingue-

se com células mais altas que largas na segunda camada hipodérmica. As células 

hipodérmicas abaxiais também seguem este padrão. 

As fibras subepidérmicas e não vasculares constituem feixes paralelos à nervura 

principal e são comuns nas folhas das Arecaceae (Guevara et al. 2011; Vianna et al. 
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2017), fornecendo suporte mecânico aos tecidos no período de seca (Guevara et al. 2011; 

Tomlinson et al. 2011). Em C. nucifera, a var. nana distinguiu-se por ter os grupos de 

fibras adjuntos à hipoderme, enquanto a var. typica apresenta fibras mergulhadas na 

hipoderme, sendo este um bom caráter taxonômico intraespecífico. A associação dos 

feixes de fibras com a hipoderme adaxial é uma característica bastante comum na tribo 

Cocoseae (Tomlinson et al. 2011; Pinedo et al. 2016) e que aqui também foi constatada. 

No entanto, espécies de Acrocomia (também desta tribo) apresentam as fibras a diferentes 

alturas no mesofilo, sem associação com a hipoderme.  

Seguindo a classificação apresentada por Pinedo et al. (2016), o mesofilo foliar 

apresenta simetria dorsiventral gradativa nas duas variedades de C. nucifera. O mesofilo 

é ca. 21% mais espesso na var. nana do que na var. typica (Tabela 1). O parênquima 

clorofiliano é denso, sem espaços intercelulares, exceto nas câmaras subestomáticas 

(Tomlinson et al. 2011; Fig. 1-2).  No clorênquima, um bom caráter para a distinção das 

variedades é a altura relativa das camadas celulares adaxiais e abaxiais, que são 

acentuadamente mais altas na var. typica do que na var. nana.  

Türpe (1967) classificou os feixes vasculares das Poaceae, em que os de primeira 

ordem apresentam vasos de metaxilema, enquanto os demais só têm protoxilema, sendo 

denominados de segunda e terceira ordens conforme seus calibres. Esta classificação foi 

adotada no presente trabalho, onde se constatou que C. nucifera apresenta feixes 

vasculares de até quarta ordem.  

Os vasos de metaxilema nos feixes de primeira ordem são 42% mais largos na var.  

nana do que na var. typica (Tabela 1). Vasos mais largos transportam maiores volumes 

de seiva, mas também estão mais vulneráveis ao embolismo, que se agrava quanto mais 

alta é a planta, havendo, portanto, uma relação entre diâmetro dos vasos e a altura das 

plantas (Rosell et al. 2017). A altura maior das plantas da var. typica pode ter relação com 

o diâmetro menor de seus vasos no metaxilema. 

Nos feixes vasculares de Arecaceae, o floema é abaxial e pode estar dividido em 

grupos de células condutoras separados por fibras (Henderson 2006; Araújo et al. 2013; 

Santanna-Santos et al. 2015; Pinedo et al. 2016). O número de grupos celulares no floema 

não se mostrou distintivo das variedades de C. nucifera. 

Um número variável de feixes de menor calibre ocorre entre dois feixes de primeira 

ordem nas folhas das Arecaceae (Guevara et al. 2011; Tomlinson et al. 2011; Pinedo et 

al. 2016; Vianna et al. 2017) e que podem fornecer bons caracteres taxonômicos. Espécies 

de Acrocomia apresentam estes feixes no meio do mesofilo (Vianna et al. 2017). Já em 
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C. nucifera, eles são abaxiais, sendo livres na var. nana e travados abaxialmente na var. 

typica. 

Türpe (1966) distinguiu os feixes vasculares em travados (com extensão lignificada 

da bainha do feixe vascular ligada à epiderme), semi-travados (com uma fileira de células 

não lignificadas entre a extensão da bainha e a epiderme) e livres (extensão da bainha do 

feixe não ligadas à epiderme). Esta classificação foi adaptada para Arecaceae (Pinedo et 

al. 2016), tendo em vista que as folhas desta família apresentam hipoderme. 

Após a desidratação, os feixes de menor calibre ficam muito mais perceptíveis na 

face abaxial foliar da var. typica que da var. nana (Fig. 4). Esta característica 

macroscópica pode auxiliar na identificação das plantas no campo e pode estar 

relacionada a que estes feixes são abaxialmente travados na var. typica. A desidratação 

possivelmente revela a presença do esclerênquima que está mais próximo da superfíc ie 

foliar, em detrimento daquele que está mais afastado. 

Um padrão vascular, inicialmente descrito para Poaceae (Silva 2011), 

posteriormente foi constatado em Allagoptera, Arecaceae (Pinedo et al. 2016) e aqui 

também é reportado para Cocos. Este padrão refere-se à sequência dos feixes vasculares 

de menor calibre entre dois feixes de primeira ordem (P), denominados de segunda (S), 

terceira (T) e quarta ordens (Q).  

A sequência dos feixes no padrão vascular é difícil de ser traduzida nas descrições 

anatômicas e as torna longas e complexas. Silva (2011) propôs uma fórmula vascular para 

facilitar o entendimento deste padrão. Esta fórmula foi aplicada aqui (vide Resultados) e 

constatou-se que as variedades nana e typica podem ser distinguidas entre si por suas 

respectivas fórmulas vasculares. Até então, os trabalhos realizados com o intuito de 

descrever padrões vasculares visaram distinguir espécies, e alcançaram este objetivo com 

êxito (Silva 2011; Pinedo et al. 2016). O presente trabalho é a primeira aplicação da 

fórmula vascular a nível intraespecífico e esta fórmula se mostrou sintética, fácil de ser 

interpretada e com grande utilidade taxonômica. 

Não foi identificado caráter com utilidade taxonômica infraespecífica relativo à 

margem foliar. 

 

 

5.  CONCLUSÃO 
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O estudo realizado ressalta a importância das características morfo-anatômicas para 

distinção entre variedades de C. nucifera. Foram observadas diferenças consideráveis que 

permitem distinguir as variedades estudadas, tanto por meio de caracteres quantitat ivos 

como qualitativos. 

O padrão vascular foi constatado nas plantas estudadas e a aplicação da fórmula 

vascular se mostrou viável para traduzir este padrão, possibilitando a distinção das 

variedades de C. nucifera. Tanto o padrão vascular, como a fórmula vascular constituem 

bons caráteres para uso taxonômico. 

Os caráteres histológicos foliares descritos podem ser úteis em programas de 

melhoramento da espécie, facilitando a identificação das variedades enquanto jovens, 

antes de sua fase reprodutiva. Eles podem ajudar a antecipar a identificação das 

variedades, pois as plantas podem ser distinguidas ainda jovens.  

A identificação das variedades por meio da visualização dos feixes vasculares nos 

segmentos foliares desidratados pode ser útil para o produtor, devido à simplicidade da 

técnica macroscópica, que na verdade revela ao olho nu características microscópicas das 

folhas analisadas.  
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DE PLÚMULAS DE COQUEIRO (Cocos nucifera L.), var. Anão Verde do Brasil de 

Jiqui (AVeJ) 
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RESUMO 

 

Cocos nucifera L. é uma palmeira com várias aplicações na indústria e larga 

produção em diferentes países localizados nas regiões mais quentes do planeta. O plantio 

em grande parte ocorre por mudas originadas de cruzamento entre variedades com 

caracteres desejáveis. Assim como outras palmeiras, C nucifera possui apenas o 

crescimento primário de seu meristema apical, não formando perfilhos. Essa 

característica impede sua multiplicação através de técnicas de propagação vegetativa 

convencionais. Nesse contexto, a embriogênese somática é uma ferramenta que pode 

permitir a multiplicação em grande escala de plantas. Com esse objetivo, este trabalho 

procurou estabelecer estratégias para o desenvolvimento de um protocolo para a 

clonagem de coqueiro da variedade Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ). Para a 

embriogênese somática foram utilizados como explante plúmulas de embriões zigóticos 

cedidos pela Embrapa Tabuleiros Costeiros, excisadas de embriões retirados de frutos 

maduros. Durante a etapa de indução de calos foram avaliados diversos fatores em pelo 

menos três experimentos: i) o efeito das auxinas 2,4-D e Picloram em concentrações de 

600µM na formação de calos semifriáveis, onde o regulador de crescimento 2,4-D 

apresentou resultado superior para a formação de calos semifriaveis; ii) Avaliação da 

capacidade de formação de calos em razão do período de armazenamento das plúmulas 

excisadas durante 1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias, onde não houve diferenças estatísticas quanto 

a formação e oxidação entre os períodos; iii) O efeito de diferentes concentrações de 

regulador 2,4-D em meio de cultura com e sem carvão ativado na formação de calos 

semifriaveis, onde embora tenha havido a formação de calos em todas as concentrações  

testadas, plúmulas inoculadas em meio contendo carvão ativado nas concentrações de 450 

e 600µM obtiveram melhores respostas ao final do período de cultivo. Na etapa de 

multiplicação, estruturas embriogênicas dos calos obtidos foram transferidos para frascos 

contendo meio líquido sob agitação. Em pelo menos dois experimentos foram analisados 

o efeito da coloração inicial dos calos (amarelo e branco), e o tamanho do explante 

inoculado sobre a multiplicação (filetado e fragmentado). Verificou-se que apenas o 

tamanho do explante apresentou diferenças significativas, com maior formação de novas 

estruturas para os fragmentos filetados. A influência do meio de cultivo para essa etapa 

foi testada utilizando-se MS e Y3 em diferentes tempos de cultivo 30-120 dias. Os 

resultados mostram que não houve diferença entre os meios de cultivo utilizados, sendo 

30 dias de cultivo o período mínimo necessário para manutenção dos calos nessa etapa. 
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Foram obtidos embriões somáticos durante a etapa de diferenciação na sua grande maioria 

fusionados. Observou-se apenas mudanças na morfologia dos calos inoculados em meio 

Y3 acrescido de 5 µM de 2,4-D e 300 µM de BAP e ½ MS sem adição de reguladores. A 

formação de raízes e parte aérea foi observada em calos provenientes da indução em me io 

de cultura contendo Picloram e inoculados em frascos tipo RITA®, porém as plantas 

geradas apresentavam aspecto anômalo. O tamanho do fragmento para essa etapa 

apresentou relação com o aumento da massa do calo para o conjunto formado com maior 

quantidade de estruturas esféricas, denominadas de cluster. 

 

 

Palavras-chave: Arecaceae, Cocos nucifera, coqueiro, embriogênese somática, 

plúmula, RITA® 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Cocos nucifera L. conhecido como árvore da vida, é uma palmeira cultivada em 

vários países do mundo (FAOSTAT 2019). A espécie é importante para a indústria (Kalil-

Filho e Resende 2001; Debmandal e Mandal 2011; Asghar et al. 2019; Machado et al. 

2020) e para populações menos favorecidas, contribuindo no aspecto econômico e 

ambiental em áreas de ecossistemas degradados (Martins e Junior 2014). Boa parte dos 

produtos explorados a partir dessa palmeira tem origem no fruto. O endosperma líquido 

retirado do fruto, ainda verde, é utilizado como bebida e quando maduro é utilizado para 

produção de óleo, leite ou ralado (Martins e Junior 2014), para a extração de fármacos 

(Lima et al. 2015) e biomoléculas (Yong et al. 2009). Adicionalmente, salienta-se a 

extração potencial de um novo tipo de nanofibras de celulose a partir do seu pedúnculo 

(Nagarajan et al., 2019) e o uso potencial da seiva oriunda de suas inflorescências para 

produção de açúcar com propriedade nutricionais e antioxidantes (Asghar et al. 2019). 

Cocos nucifera se reproduz apenas pela germinação de suas sementes (Blake 

1990; Foale 2005), já que seu caule não forma touceiras e desenvolve apenas um 

meristema apical (Lorenzi 2004). Em C. nucifera, o fruto e semente são confund idos 

(Harries 2012). Os frutos possuem sementes grandes que apresentam comportamento 

recalcitrante e sem período de dormência (Batugal et al. 2005). Apesar de ser uma espécie 

conhecida há tempos pelo homem e cultivado em mais de 90 países (Perera et al., 2009), 

o seu principal método de multiplicação é a produção de mudas via sementes em viveiros 

comerciais (Harries 2012), com uma taxa de germinação que difere entre as variedades 

(Muhammedali e Thomas 2014; Shareefa et al. 2014). 

Em condições naturais, as palmeiras têm germinação lenta e desuniforme, 

característica observada em sementes de C. nucifera (Meerow e Broschat 2012). Embora 

a propagação sexuada seja a principal via para multiplicação dessa espécie (Lédo et al. 

2019), o rendimento dessa rota é insuficiente para atender a demanda crescente por mudas 

(Solís-Ramos et al. 2012), em função da senescência e ocorrência de pragas, como o 

amarelecimento letal (Harrison e Oropeza 2008), além deste tipo de propagação gerar, na 

maioria das vezes, plantas em campo de baixa qualidade, em razão do uso de sementes 

não selecionadas para a produção das mudas e da segregação genética originada deste 

tipo de matéria, fatores que têm afetado a produção e longevidade dos coqueiros (Koffi 

et al. 2016; Vijay Selvaraj et al. 2017; Lédo et al. 2019). 
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Em C. nucifera não existem métodos de propagação vegetativa convencional, dada 

a ausência de crescimento de ramos laterais, característica típica da família Arecaceae. 

Diante disso, as técnicas de cultivo in vitro surgem como uma alternativa para propagação 

de genótipos de C. nucifera de alto rendimento e resistentes à doenças (Rajesh et al. 

2016). Assim, uma vez dominada a técnica, plantas elite de C. nucifera, provenientes de 

programas de melhoramento genético, podem ser clonadas em larga escala a partir de 

protocolos específicos por embriogênese somática. Tal rota de propagação in vitro é 

caracterizada pelo desenvolvimento de estruturas similares a embriões zigóticos, 

conhecidas como embriões somáticos, a partir de tecidos que não são originários do 

processo de fertilização (Williams e Maheswaran 1986; Von Arnold et al. 2002; Wang et 

al. 2020). Os embriões somáticos quando formados, germinam e formam plantas 

geneticamente idênticas às plantas fornecedoras dos explantes iniciais (Silva e 

Scherwinski-Pereira 2018). 

A embriogênese somática é considerada como a principal via de regeneração in 

vitro de C. nucifera (Bandupriya et al. 2016), com protocolos já desenvolvidos para essa 

espécie (Chan et al. 1998; Hornung e Verdeil 1999; Morales 2003; Pérez-Núñez et al. 

2006; Bett et al. 2019). No entanto, apesar de vários trabalhos relatarem a regeneração de 

plantas de C. nucifera in vitro, ainda há a necessidade de ajustes dos protocolos 

estabelecidos para o domínio das etapas do processo (Pérez-Núñez et al. 2006; Rajesh et 

al. 2016). Além disso, é imperativo que se determine metodologias e condições ideais 

para a seleção e manutenção de linhagens embriogênicas em ciclos repetitivos de 

multiplicação, visando o aumento da eficiência do processo, uma vez que é a partir delas 

que quantidades apreciáveis de propágulos podem ser obtidos e regenerados.  

De fato, a etapa de multiplicação parece ser uma das mais importantes em um 

processo que visa a clonagem em larga escala. Ela ocorre após a fase de indução de calos 

e se caracteriza pela necessidade de se fazer subcultivos sucessivos dos materiais 

responsivos (Ree e Guerra 2015; Campos et al. 2020). O uso de meios de consistênc ia 

líquida e o desenvolvimento de cultivos em suspensão podem ser de grande valia neste 

caso, uma vez que eles permitem maior controle e melhor homogeneidade dos materiais 

em cultivo, além de possibilitarem que somente as melhores linhagens embriogênicas 

sejam mantidas em cultivo (Tarmizi et al. 2008; Gomes et al. 2016; Monteiro et al. 2018).  

A concentração salina utilizada no preparo do meio líquido durante as etapas de 

inoculação, geralmente são semelhantes àquelas utilizadas para a cultura de calos em 

meio semissólido (Bhatia 2015). Adicionalmente, a agitação em um meio de cultura 
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líquido garante a entrega uniforme dos nutrientes e reguladores de crescimento, sem 

formar gradientes ao redor dos tecidos dos explantes, apresentando melhor tolerância a 

toxinas liberadas no meio, além de melhorar as taxas de produção de estruturas 

embriogênicas, comparando com o meio de cultura semissólido (Kong et al., 2014; 

Monteiro et al., 2018), e manter uma distribuição celular uniforme em condições ideais 

para as trocas gasosas.  

Sistemas de imersão temporários (TIS), caracterizados por permitir o cultivo semi 

automatizado ou totalmente automatizado de etapas do processo embriogênico, também 

podem ser importantes ferramentas para serem incorporados em protocolos de clonagem 

do coqueiro. Eles se baseiam na capacidade de permitirem ciclos alternados de imersão 

temporária do tecido vegetal em meio líquido, seguido de drenagem e exposição do tecido 

vegetal a um ambiente gasoso e de alta umidade (Ziv 2005). Normalmente, o período de 

imersão é mais curto (alguns minutos) do que o processo de imersão permanente, 

enquanto o período de exposição alta umidade do ar é prolongado (várias horas) 

(Georgiev et al. 2014). Esses intervalos melhoram a nutrição e oxigenação dos tecidos, 

devido a renovação adequada do ar e, consequentemente, melhor taxa de crescimento e 

desempenho morfogênico (Etienne e Berthouly 2002; Teixeira e Cid 2010). Assim, os 

TIS são uma técnica atrativa para o aprimoramento dos protocolos existentes, como 

também uma plataforma ecológica para a produção em grande escala de biomoléculas 

importantes (Georgiev et al. 2014). Dentre os exemplos de TIS podem ser citados o 

RITA® (Alvard et al. 1993; Teisson e Alvard 1995), usado com sucesso na embriogênese 

somática de algumas espécies, como Coffea arabica (Etienne-Barry et al. 1999) e Elaeis 

guineensis (Marbun et al. 2015; Gomes et al. 2016). Portanto, o aprofundamento das 

pesquisas nessa área poderá proporcionar, além da redução dos custos, facilidades e 

aumentos significativos na produção de mudas. 

É nesse contexto que este trabalho se insere, com o objetivo de aprimorar protocolo 

para as etapas iniciais para a multiplicação in vitro por embriogênese somática de C. 

nucifera, var. Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ), uma variedade anã brasileira de 

interesse econômico para a produção de água-de-coco e que tem se mostrado tolerante ao 

amarelecimento letal em áreas dizimadas pelo patógeno. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

a. Material Vegetal 
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A indução de calos visando à embriogênese somática foi conduzida a partir de 

plúmulas extraídas de embriões zigóticos de C. nucifera, var. Anão Verde do Brasil de 

Jiqui (AVeJ), oriundos de frutos maduros coletados na Fazenda Experimental da Embrapa 

Tabuleiros Costeiros, localizada no município de em Itaporanga D'Ajuda, Sergipe, Brasil. 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais II 

(LCT2) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília, Distrito Federal, 

Brasil. A extração dos embriões foi realizada seguindo os critérios descritos por Cueto et 

al. (2012). Neste trabalho, todos os meios de cultura utilizados foram esterilizados por 

autoclavagem à 120° C e 1,5 atm de pressão, durante 20 minutos, e o pH ajustado para 

5,8 ± 0,1. 

Após a extração, os embriões foram acomodados em saco plásticos dentro de 

caixas de isopor para transporte aéreo (Figura 1A), dentro de eppendorfs contendo meio 

de cultura de MS (Murashige e Skoog 1962) sem reguladores de crescimento e sem 

sacarose (Figura 1B). No LCT2, os embriões zigóticos foram retirados dos eppendorfs, 

no interior de uma capela de fluxo laminar (Figura 1C e D), com auxílio de 

estereomicroscópio. Para a excisão das plúmulas, foram utilizadas pinças, papel filtro e 

bisturis previamente esterilizados em autoclave em 1,5 atm de pressão, à 120° C durante 

20 minutos. Após a excisão, as plúmulas (Figura 1E e F) foram inoculadas imediatamente 

em meio de cultura. 

 

b. Indução de Calos 

 

Para a indução de calos, as plúmulas foram inoculadas em meio de cultura Y3 

(Eeuwens 1976) suplementado com diferentes reguladores de crescimento e/ou 

concentrações de reguladores e gelificados com 2,5 g/L de Phytagel (Sigma, St Loouis, 

MO), conforme tópicos subsequentes. Todos os meios foram previamente esterilizados 

em autoclave a 1,5 atm de pressão, à 120° C, durante 20 minutos. O pH foi ajustado para 

5,8 ± 0,1 antes da adição do agente gelificante. Os explantes foram cultivados em placas 

de Petri (15 x 90 mm), com aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa, seladas 

com policloreto de polivinila (PVC) transparente e armazenadas em sala de crescimento 

escura, à 25° ± 2 °C. 
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Figura 1: Aspectos gerais desde o transporte à excisão do embrião zigótico de 
Cocos nucifera, var. Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ) para retirada da plúmula. A: 

chegada dos embriões no laboratório de cultura de tecidos. B: tubos contendo o embrião 
em meio MS. C e D: embrião preparado para a excisão. E: sete indicando posição da 
plúmula no embrião. F: plúmula excisada. 

 

i. Influência de diferentes auxinas na indução de calos a partir de 

plúmulas 

Para a indução de calos, em seguida à extração, as plúmulas foram inoculadas em 

meio de cultura Y3 (Eeuwens 1976). A fonte de Fe-EDTA e vitaminas foi mantida de 

acordo com a concentração original do meio de MS (Murashige e Skoog 1962). 

Adicionalmente, os meios foram suplementados com 30 g/L de sacarose, 2,5 g/L de 

carvão ativado e 600 µM das auxinas ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico (Picloram) 
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ou ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). A concentração dos reguladores utilizada está 

de acordo com o protocolo de Pérez-Núñez et al.(2006). Os componentes dos meios de 

cultura utilizados na etapa de indução da embriogênese somática em C nucifera podem 

ser visualizados na Tabela 1. 

As plúmulas permaneceram por 120 dias nos meios supracitados, com subcult ivos 

realizados mensalmente. As avaliações com relação aos percentuais de explantes 

oxidados, de explantes com formação de calo primário e do tipo de calo obtido (compacto 

globular ou semifriável) foram realizadas aos 120 dias de cultivo. Os explantes avaliados 

como oxidados foram aqueles que apresentaram todo o tecido escurecido. A porcentagem 

de explantes oxidados foi obtida através da razão entre a quantidade de explantes 

oxidados e o número total de explantes por placa, multiplicada por 100. A percentagem 

de explantes com calo foi obtida por contagem e calculada da mesma forma supracitada. 

Adicionalmente, avaliou-se o comprimento dos calos obtidos, considerando-se as 

extremidades mais distantes, como uma maneira indireta de avaliar o incremento em 

massa. Para tal, classificou-se da seguinte forma: classe 1 (calos com até 0,5 cm), classe 

2 (calos entre 0,6 cm e 1,0 cm), classe 3 (calos com 1,1 a 1,5 cm) e classe 4 (calos com 

mais de 1,5 cm). 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, 

considerando dois tratamentos (auxinas Picloram e 2,4-D) e compostos por 10 repetições. 

Cada repetição foi formada com cinco plúmulas. O conjunto de dados obtido foi 

submetido à análise de variância (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de significância, por meio do software 

estatístico R. O experimento foi repetido duas vezes. 

 

ii. Influência do tempo de armazenamento do embrião zigótico, fonte 

de plúmulas, na indução de calos 

 

Para verificar a influência do tempo de armazenamento de embriões zigóticos, 

fontes das plúmulas utilizadas como explante inicial, na indução de calos, embriões 

zigóticos foram armazenados em geladeira à 4° C por períodos de 1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias 

e depois excisados, para extração das plúmulas. Imediatamente após a extração, as 

plúmulas foram inoculadas em meio de indução Y3, conforme o tópico 2.b.i. A auxina 

indutora utilizada foi o 2,4-D, por ter proporcionado resultados superiores durante a 

execução do experimento descrito no tópico anterior. 
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As plúmulas permaneceram por 120 dias no meio de indução, com subcult ivos 

realizados aproximadamente a cada 30 dias. As avaliações com relação aos percentuais 

de formação de calo viáveis (compactos globulares ou semifriáveis) e de calos oxidados 

foram realizadas aos 90 dias de cultivo. Avaliou-se também o comprimento dos calos 

obtidos como forma de indicar o ganho em massa, os quais foram classificados em 

classes, de acordo com o experimento anterior. 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, 

considerando seis tratamentos referentes aos tempos de armazenamento dos embriões 

zigóticos (1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias), em por quatro repetições por tratamento. Cada 

repetição foi formada por cinco plúmulas. O conjunto de dados obtido foi submetido à 

análise de variância (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo 

teste de Scott-Knott, ao nível de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 

 

iii. Influência de diferentes concentrações de 2,4-D na indução de 

calos 

 

Neste experimento, avaliou-se a influência na indução de calos a partir de plúmulas 

inoculadas em meio de cultivo com diferentes concentrações de 2,4-D (regulador de 

crescimento que proporcionou melhores resultados, conforme item 2.b.i, a saber: 450 µM 

ou 600 µM em meio Y3 suplementado com 2,5 g/L de carvão ativado e 13,56 µM ou 

20,12 µM em meio Y3 desprovido de carvão ativado. Todos os meios foram 

suplementados com 30 g/L de sacarose.  

As plúmulas permaneceram por 120 dias no meio de indução, com subcult ivos 

realizados mensalmente. As avaliações com relação aos percentuais de explantes 

oxidados e de explantes com formação de calo foram realizadas aos 90 dias de cultivo. 

Os comprimentos dos calos obtidos também foram mensurados e classificados conforme 

tópicos anteriores. 

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, 

considerando quatro tratamentos referentes às diferentes concentrações de auxina. O 

experimento foi composto por cinco repetições por tratamento, sendo cada repetição 

composta por cinco plúmulas. O conjunto de dados obtido foi submetido à análise de 

variância (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de 

Tukey, ao nível de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 
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Tabela 1. Composição dos diferentes meios de cultura e períodos de cultivo 

(semanas) usados na etapa de indução do processo de embriogênese somática de Cocos 

nucifera a partir de plúmulas 

Componentes Indução de calos (12 semanas) 

Meio de cultura MS e Y3 

Vitaminas e 

FeEDTA 
MS 

2,4-D (µM) 13,56, 20,12, 450 e 600 

Picloram (µM) 600 

Sacarose (g/L)  30 

Phytagel (g/L 2,5 

Carvão ativado 

(g/L) 
2,5 

 

c. Multiplicação de Calos 

 

Visando à multiplicação de linhagens de calos com potencial embriogênico 

oriundos das fases de indução anterior, calos foram inoculados em meios de cultivo 

suplementados com 2,4-D, com ou sem 2,5 g/L de Phytagel® (Sigma). Tais calos foram 

caracterizados morfologicamente como estruturas esféricas com coloração branca ou 

amarela e textura semifriável (Figura 2). Diferentes experimentos foram conduzidos em 

função das características dos explantes utilizados nessa fase, como o número de 

estruturas esféricas e a cor do calo, conforme descrito nos tópicos a seguir. 

Adicionalmente, avaliou-se a influência na multiplicação de calos do cultivo prévio em 

diferentes meios de cultivo líquido (MS e Y3). Os componentes dos meios de cultura 

utilizados na etapa de multiplicação da embriogênese somática em C. nucifera podem ser 

visualizados na Tabela 2. 

 

 

 

i. Influência do tamanho e da cor do calo na eficiência da 

multiplicação em meio sólido 
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Para realização desse experimento foram isolados diferentes tipos de fragmentos 

quanto ao tamanho e número de estruturas, a partir dos calos provenientes da fase de 

indução: a) fragmentos menores formados por 1 a 3 protuberâncias esféricas b) 

fragmentos maiores com 5 a 10 protuberâncias esféricas, ambos com coloração branca 

(Figura 2A) ou amarela (Figura 2B). Os agrupamentos foram isolados com auxílio de 

pinças. Aqueles com maior dificuldade de fragmentação foram seccionados mediante o 

uso de bisturi. Após a separação, os fragmentos foram transferidos para meio de cultura 

Y3 suplementado com 600 µM de 2,4-D, 30 g/L de sacarose, 2,5 g/L de Phytagel e 2,5 

g/L de carvão ativado, onde permaneceram por 90 dias, com subcultivos mensais.  

 

 

 

Figura 2: Calos embriogênicos oriundos da etapa de indução em meio de cultura 
sólido Y3 (Eeuwens 1976) com diferentes colorações. A: Calo com coloração branca; B: 
Calo com coloração bege amarelada. Escala: 2 mm. 

 

Os explantes foram cultivados em placas de Petri (15 x 90 mm), com 

aproximadamente 25 mL de meio de cultura por placa, seladas com PVC transparente e 

armazenadas em sala de crescimento escura, à 25° ± 2 °C. Após 90 dias de cultivo, foi 

avaliada a taxa de multiplicação. Cada placa recebeu 10 fragmentos sem protuberâncias 

esféricas aparentes que, após o período de cultivo, foram avaliados quanto ao número de 

estruturas globulares embriogênicas por fragmento formadas durante esse período. 

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2 x 2), 

referentes ao tamanho do fragmento (com 1 a 3 protuberâncias esféricas ou com 5 a 10 

protuberâncias esféricas) e cor do fragmento (branca ou amarela), totalizando 4 

tratamentos, com oito repetições cada. O conjunto de dados obtido foi submetido à análise 

de variância (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste 

de Scott-Knott, ao nível de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 
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ii. Influência do cultivo em diferentes meios de cultivo líquido (MS e 

Y3) na multiplicação de calos  

 

Calos semifriáveis oriundos da fase de indução foram selecionados, fragmentados 

em porções de aproximadamente 0,5 cm2 e transferidos para frascos tipo Erlenmeyer 

contendo meio de cultura líquida. Para esse experimento, foram utilizados dois meios de 

cultura diferentes: MS (Murashige e Skoog 1962) e Y3 (Eeuwens 1976). Ambos os meios 

foram suplementados com 30 g/L de sacarose, 500 mg/L de glutamina, 100 mg/L de 

aspargina, 100 mg/L de caseína e 1 mg/L de 2,4-D. Foram preparados 15 frascos para 

cada meio de cultivo e, a cada 30 dias, calos com potencial embriogênico foram retirados 

de cada tratamento (30, 60, 90 e 120 dias). Em seguida, os calos foram inoculados em 

meio de cultivo semissólido Y3 suplementado com os mesmos componentes 

supracitados, além de 600 µM de 2,4-D e 2,5 g/L de Phytagel. Uma amostra de calos 

semifriáveis, que não passou por tratamento em meio líquido, foi inoculado diretamente 

em meio semissólido Y3 a fim de comparar a formação de estruturas embriogênicas. 

 

Tabela 2. Composição dos diferentes meios de cultura e períodos de cultivo 

(semanas) usados na etapa de multiplicação dos processos de embriogênese somática de 

Cocos nucifera a partir de plúmulas 

Componentes Multiplicação de embriões somáticos (12 semanas) 

Meio de cultura MS e Y3 

Vitaminas MS 

2,4-D (µM/L) 600 e 300 

L-glutamina 

(mg/L) 
500 

Aspargina 

(mg/L) 
100 

Caseina (mg/L) 100 

Sacarose (g/L) 30 

Phytagel (g/L) 2,5 

Carvão ativado 

(g/L) 
2,5 
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Durante o pré-tratamento em meio líquido, os explantes foram mantidos em sala 

de crescimento com luminosidade indireta de 100 μmol.m-2.s-1 e fotoperíodo de 16 horas, 

à 25° ± 2 °C e sob agitação de 120 rpm. Após transferência para o meio semissólido, os 

explantes foram mantidos no escuro. 

Após 120 dias de cultivo em meio semissólido, avaliaram as taxas de oxidação e 

multiplicação das estruturas globulares embriogênicas. Adotou-se delineamento 

inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2 x 4), considerando duas formulações 

salinas (MS e Y3) e quatro tempos de cultivo em meio líquido (30, 60, 90 e 120 dias), o 

que totaliza 8 tratamentos, com 12 repetições cada. Cada fragmento oriundo do meio 

líquido foi considerado uma repetição. O conjunto de dados obtido foi submetido à análise 

de variância (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste 

de Scott-Knott, ao nível de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 

 

d. Diferenciação de Embriões Somáticos  

i. Influência de diferentes meios de cultivo na diferenciação de 

embriões somáticos  

 

Para a execução desse experimento foram selecionados calos com potencial 

embriogênico provenientes da etapa de multiplicação em meio de MS, conforme descrito 

no tópico 2.c.ii. Os calos foram selecionados com tamanho de 3-5mm de comprimento, 

os quais foram inoculados em dois diferentes meios de cultura: T1- Y3 acrescido de 5 

µM de 2,4-D, 300 µM de 6-Benzilaminopurina (BAP), 2,5g/L de Phytagel e 2,5g/L de 

carvão ativado, e; T2- MS com metade da concentração de sais acrescido com 1,5 g/L de 

carvão ativado e 2,5g/L de Phytagel. 

Os calos foram inoculados em frascos tipo Magenta® com 30 ml de meio de 

cultura, onde permaneceram em sala de crescimento com luminosidade de 100 μmol.m-

2.s-1 e fotoperíodo de 16 horas, à 25° ± 2 °C. 

Após 90 dias de cultivo foram avaliados o tamanho dos calos, a taxa de oxidação e 

de explantes com pigmentação esverdeada. O tamanho dos calos foi avaliado observando 

o aumento de volume durante o período de cultivo. Adotou-se delineamento inteiramente 

casualizado, com 10 repetições por tratamento e com quatro explantes cada. O conjunto 

de dados obtido foi submetido à análise de variância (ANOVA) e, quando significat ivo, 

as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nível de 5% de significânc ia, 
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por meio do software estatístico R. Os componentes dos meios de cultura utilizados na 

etapa de diferenciação da embriogênese somática em C. nucifera podem ser visualizados 

na Tabela 3. 

 

ii. Efeito do recipiente de cultivo na diferenciação de embriões 

somáticos 

 

O experimento avaliou a influência de diferentes recipientes na diferenciação de 

embriões somáticos de C. nucifera. Para tanto, calos compactos com coloração branca 

foram separados, provenientes da indução em meio de cultura Y3 suplementando com 

600 µM de Picloram (tópico 2.3.1). Os calos selecionados foram transferidos para meio 

de cultura Y3 acrescido de 5 µM de Picloram, 300 µM de BAP, 2,5 g/L de Phytagel e 1,5 

g/L de carvão ativado, onde permaneceram em sala de crescimento expostos à luz de 100 

μmol.m-2.s-1 e fotoperíodo de 16 horas, durante 30 dias. Após esse período, eles foram 

inoculados em dois recipientes diferentes: (T1) biorreator de imersão temporário RITA® 

com 200 ml de meio de cultura líquido, e (T2) em tubos de ensaio com 20 ml de meio de 

cultura gelificado com 2,5 g/L de Phytagel. Em ambos os recipientes testados utilizou-se 

o meio de cultura de MS com metade da concentração de sais, acrescido de 20 g/L de 

sacarose e 1,5 g/L de carvão ativado. 

Os explantes permaneceram por 90 dias em sala de crescimento com luminosidade 

de 100 μmol.m-2.s-1 e fotoperíodo de 16 horas, à 25° ± 2 °C. Após 90 dias de cultivo, 

avaliou-se o percentual de formação de raízes, de parte aérea e de plantas completas. 

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com 10 repetições com 1 explante 

cada, para o tratamento tubo de ensaio e 10 repetições com 5 explantes cada, para o 

tratamento biorreator RITA®. O conjunto de dados obtido foi submetido à análise de 

variância (ANOVA) e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de 

Scott-Knott, ao nível de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 

 

iii. Influência do tamanho do calo na diferenciação de embriões 

somáticos  

 

Para realização desse experimento foram isolados dois tipos de fragmentos a partir 

dos calos provenientes da fase de multiplicação em meio de MS líquido (tópico 2.4): (T1) 
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fragmentos formados por até 5 protuberâncias esféricas ou (T2) fragmentos com 5 a 10 

protuberâncias esféricas (clusters). Os agrupamentos foram isolados com auxílio de 

pinças. Aqueles com maior dificuldade de fragmentação foram seccionados mediante o 

uso de bisturi. Após a separação, os fragmentos foram transferidos para meio Y3 

acrescido de 5 µM de 2,4-D, 300 µM de BAP, 2,5 g/L de Phytagel e 2,5 g/L de carvão 

ativado. Os explantes permaneceram em sala de crescimento expostos à luz branca LED 

durante 60 dias. 

 

Tabela 3. Composição dos diferentes meios de cultura e períodos de cultivo 

(semanas) usados na etapa de diferenciação dos processos de embriogênese somática de 

Cocos nucifera a partir de plúmulas 

Componentes Diferenciação (12 semanas) 

Meio de cultura 1/2MS e Y3 

Vitaminas MS 

2,4-D (µM) 5 

Picloram (µM) 5 

BAP(µM) 300 

Sacarose (g/L) 20 e 30 

Phytagel (g/L) 2,5 

Carvão ativado 

(g/L) 
1,5 e 2,5 

 

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado, com 10 repetições por 

tratamento. Cada repetição do T1 foi composta por 10 fragmentos por placa e do 

tratamento T2 por 3 clusters por placa. No experimento foram avaliados a oxidação, 

formação de massa embriogênicas, formação de parte aérea, formação de raízes e a 

pigmentação. O conjunto de dados obtido foi submetido à análise de variância (ANOVA) 

e, quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott, ao nível 

de 5% de significância, por meio do software estatístico R. 

 

e. Análise Histológica 

 



 

71 
 

Para as análises em microscopia de luz, as amostras de fragmentos de calos 

durante as etapas de indução em meio de cultura contendo reguladores de crescimento 

2,4-D e Picloram e multiplicação em meio líquido, foram fixadas em solução Karnovsky 

modificada (Karnovsky 1965), composta por paraformaldeído 4%, glutaraldeído 2,5% e 

tampão cacodilato de sódio 0,05 M (pH 7,2), durante 24 h, sob vácuo durante a primeira 

hora. Em seguida, o material foi submetido a três lavagens em cacodilato de sódio a 0,05 

M durante 1 h de vácuo. A desidratação ocorreu em gradiente etanólico 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90, 100 e 100 %, em período mínimo de 1 h em vácuo para cada concentração.  

A infiltração ocorreu inicialmente com mistura de álcool 100% e historesina 

(Leica®, Heidelberg, Alemanha) na proporção de 1:1 durante 24 h, seguido de duas 

lavagens em resina pura durante 6 h sendo 1 h em vácuo.  Parte da resina foi utilizada 

para dissolução de 1 g de pó endurecedor para 100 ml de resina (solução A), conforme 

especificações do fabricante. O material ficou mergulhado nessa solução por 

aproximadamente 3 h sob vácuo. A polimerização da resina ocorreu com a adição de 1 

ml de endurecedor para cada 15 ml de solução A. Nessa etapa, o material foi acomodado 

em formas de silicone para a secagem em estufa a 60 °C até o endurecimento total, que 

ocorreu aproximadamente após 36 horas. 

Os fragmentos de explantes incluídos em historesina foram cortados em secções 

de 5 µm de espessura em micrótomo rotativo de mesa (Leica®), as quais foram 

distendidas e aderidas às lâminas microscópicas em placa aquecida à 40 °C. Os cortes 

foram corados com Azul de Toluidina (O’Brien et al. 1964) e montados com Entellan 

(Merck, Darmstadt, Alemanha). A obtenção e análise de imagens foram realizadas via 

microscópio Leica DM 750 e programa Leica Application Suite EZ. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

a. Indução de Calos 

i. Influência de diferentes auxinas na indução de calos a partir de 

plúmulas 

 

Aos 30 dias de cultivo observaram-se as primeiras formações calogênicas (Figura 

3A e E), que evoluíram posteriormente para estruturas translúcidas compactas entre 40 e 

50 dias (Figura 3B e F). Aos 90 dias foi possível identificar diferenças no padrão 

morfológico dos calos oriundos de cada auxina testada (Figuras 3C e G). Calos mais 

proeminentes foram notados após 120 dias de cultivo (Figuras 3D e H), com dois padrões 

morfológicos distintos: calos compactos globulares com superfície lisa, brilhante e de 

coloração branca (Figura 3H) e calos com uma textura semifriável, caracterizados 

morfologicamente como estruturas esféricas diminutas com coloração branca ou amarela 

(Figura 3D). 

 

 

Figura 3: Diferentes respostas morfológicas de plúmulas de Cocos nucifera em 

meio de indução de calo suplementando com diferentes auxinas visando à embriogênese 
somática. (A-D) Calos em meio de indução suplementado com ácido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo, respectivamente; (E-H) 

Calos em meio de indução suplementado com ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico 
(Picloram) aos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo, respectivamente. 

 

Com relação ao percentual de formação de calos, após 120 dias de cultivo, não 

foram constatadas diferenças significativas entre as auxinas testadas, com valor médio de 

88% (Figura 4), valor superior ao reportado por Hornung (1995) e Fernando et al. (2003), 

também ao utilizarem plúmulas de C. nucifera. Contudo, quanto à taxa de oxidação, 
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verificou-se que a auxina 2,4-D proporcionou maior percentual de oxidação (60%) 

comparativamente à auxina Picloram (14,5%) (Figura 4).  

O uso de auxinas como indutoras da calogênese visando à embriogênese somática 

em palmeiras tem sido recorrente na literatura, inclusive em trabalhos com Cocos nucifera 

(Karunaratne e Periyapperuma 1990; Nguyen et al. 2015; Sandoval-Cancino et al. 2016), 

com destaque para o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Em paralelo, outras auxinas, 

como o ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico (Picloram) também tem sido usada como 

indutora da embriogênese somática em palmeiras, como Bactris gasipaes (Steinmacher 

et al. 2007b), Euterpe oleracea (Scherwinski-Pereira et al. 2012) e Syagrus oleracea 

(Osório et al. 2013). Picloram também foi utilizada para indução da androgênese na 

espécie, sem resultados positivos (Perera et al., 2009). Já Bhavyashree et al. (2016) 

reportaram formação de calos embriogênicos de C. nucifera a partir de plúmulas 

cultivadas em meio suplementado com Picloram. Contudo, tais autores ressaltaram a 

formação posterior de estruturas compactas anormais a partir desses calos. 

 

 

Figura 4: Efeito de diferentes auxinas (ácido 2,4-diclorofenoxiacético - 2,4-D e 
ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico - Picloram) nos percentuais de oxidação dos 

explantes e de formação de diferentes tipos de calos (semifriável e compacto globular) a 
partir de plúmulas de Cocos nucifera visando à embriogênese somática. Letras 
minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de 

Tukey a 5% de significância. Barras representam o erro padrão. 
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As plúmulas cultivadas em meio suplementado com 2,4-D apresentaram somente 

calos semifriáveis (Figuras 3D e 4), ao passo que plúmulas cultivadas em meio 

suplementado com Picloram apresentaram tanto calos semifriáveis como compactos 

globulares, com destaque em quantidade para esse último calo (Figuras 3H e 4).  

Os calos compactos obtidos assemelham-se àqueles classificados como 

embriogênicos por Sáenz et al. (2006) que também trabalhou com plúmulas de C. 

nucifera. Calos caracterizados como friáveis foram previamente descritos na espécie por 

Branton e Blake (1983a), a partir de inflorescências jovens. Apesar dos calos compactos 

serem considerados embriogênicos (Sáenz et al., 2006), conforme Kong et al. (2020), 

calos com natureza “dura” são considerados inadequados para o desenvolvimento de 

determinadas estratégias, como o estabelecimento de suspensões celulares. Isso é um 

importante aspecto a ser considerado, uma vez que a maioria dos protocolos de 

embriogênese somática disponíveis para essa espécie apresenta baixa eficiência, o que 

sugere uma evidente necessidade de se desenvolver estratégias e otimizar metodologias 

relacionadas à multiplicação de calos embriogênicos desta espécie. 

 

 

Figura 5: Efeito de diferentes auxinas (ácido 2,4-diclorofenoxiacético - 2,4-D e 
ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloropicolínico - Picloram) no comprimento de calos oriundos 

de plúmulas de Cocos nucifera. Letras minúsculas diferentes indicam diferença 
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significância. Barra s 

representam o erro padrão. 
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Nesse trabalho, embora as duas auxinas tenham proporcionado percentuais 

semelhantes de produção de calos (Figura 4), a auxina 2,4-D destacou-se na produção de 

calos caracterizados como semifriáveis (Figura 3C e D). Esses calos foram obtidos 

mesmo com elevada taxa de oxidação, embora isso pareça não ter sido um fator limitante 

à obtenção das massas calogênicas semifriáveis, diferentemente do relatado em B. 

gasipaes (Douglas A. Steinmacher et al. 2007). 

Ambas auxinas proporcionaram percentuais similares de tamanho dos calos 

obtidos, os quais foram organizados dentro de classes, com exceção para a classe 1 (calos 

com até 0,5 cm), onde o Picloram se destacou. Em geral, os calos obtidos em ambas 

auxinas apresentavam predominantemente comprimento de até 0,5 cm de comprimento 

(Figura 5). 

 

ii. Influência do tempo de armazenamento do embrião zigótico, fonte 

de plúmulas, na indução de calos 

 

Os embriões zigóticos permaneceram com a coloração branca brilhante e com 

aspecto saudável quando retirados do eppendorfs após o transporte. Durante a 

manipulação foi observado intumescimento de alguns embriões zigóticos, possivelmente 

devido a traumas durante o processo de excisão da semente. Por esse motivo, as plúmulas 

de embriões com essas características não foram utilizadas. Os embriões apresentavam, 

imediatamente antes da extração da plúmula, pigmentação amarronzada na porção 

proximal, assim como descrito nos trabalhos de Sugimuma e Murakami (1990).  

As respostas morfológicas observadas ao longo do cultivo foram, em geral, 

semelhantes às descritas no tópico anterior. As plúmulas inoculadas apresentavam a 

superfície lisa e coloração uniforme branca e translúcida. Aos 15 dias após a inoculação, 

calos foram observados na superfície da maioria das plúmulas, independentemente do 

tempo de armazenamento dos embriões zigóticos (Figura 6A). Neste momento, 

visualizam-se também incrementos de volume e ausência de sinais de oxidação (Figura 

6).  

Aos 30 dias de cultivo, observou-se a formação de estruturas com superfície lisa 

e brilhante (Figura 6B), similares às citadas por Pérez-Núñez et al. (2006). Aos 45 dias, 

houve formação de estruturas translúcidas com contornos definidos semelhantes àquelas 

referidas como like-ear por Pérez-Núñez et al. (2006) e Sandoval-Cancino et al. (2016) 

(Figura 6C). 
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Aos 60 dias em meio de indução, verificou-se a formação de várias estruturas 

globulares embriogênicas (EE), algumas associadas em menor número a outras estruturas 

translúcidas (Figura 6D). Aos 90 dias após a inoculação das plúmulas, os calos 

apresentam maior volume, além de maior número de estruturas globulares embriogênicas, 

as quais exibiram coloração variando entre branco e amarelo (Figura 6E). Essas estruturas 

também têm sido consideradas como embriogênicas em vários outros trabalhos na espécie 

(Pérez-Núñez et al. 2006; Montero-Cortés et al. 2010; Bhavyashree et al. 2016; 

Sandoval-Cancino et al. 2016). 

 

 

Figura 6: Alterações morfológicas ocorridas durante do desenvolvimento de calos 

embriogênicos induzidos a partir de plúmulas de Cocos nucifera. Inicialmente aos 15 dias 
a plúmula excisada em contato com o meio de indução começa a responder ao estímulo 
do regulador entumecendo. Aos 30 dias é possível observar estruturas translúcidas (ET) 

sendo formadas. Tempo de cultura T15-T90 de 15 a 90 dias. Abreviações: (ET) estruturas 
translúcidas e (EE) estruturas embrionárias. Escalas: T15-T90: 2 mm. 

 

Para as variáveis taxa de formação de calos, viabilidade dos calos e oxidação, 

considerando os diferentes tempos de inoculação, não foram observadas diferenças 

estatísticas, com valores médios de 95%, 42,5% e 18,3%, respectivamente (Tabela 4). 

Conforme os dados obtidos, o tempo de inoculação da plúmula após a chegada dos 



 

77 
 

embriões zigóticos, considerando um limite de até 35 dias, não é um fator limitante à 

formação de calos e à viabilidade dos calos formados. 

 

Tabela 4. Influência do tempo de armazenamento do embrião zigótico, fornecedor 

de plúmulas utilizadas como explantes em Cocos nucifera, sobre os percentuais de 

formação, viabilidade e oxidação de calos 

Tempo 

(dias) 
Calo (% ) Viabilidade (% ) Oxidação (% ) 

1 90,0 ± 10,0 a 30,0 ± 17,32 a 5,0 ± 5,0 a 

2 100,0 ± 0,0 a 30,0 ± 10,0 a 25,0 ± 5,0 a 

3 100,0 ± 0,0 a 30,0 ± 11,55 a 10,0 ± 5,7 a 

15 90,0 ± 5,7 a 45,0 ± 9,57 a 15,0 ± 9,6 a 

25 90,0 ± 11,5 a 60,0 ± 18,26 a 30,0 ± 19,15 a 

35 100,0 ± 0,0 a 60,0 ± 16,33 a 25,0 ± 9,6 a 

Média 95,0 42,5 18,3 

Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott -

Knott a 5% de significância. Os valores citados  referem-se à média ± erro padrão. 

 

Além das variáveis mencionadas acima, avaliou-se o comprimento dos calos 

obtidos, como um indicativo do incremento em massa calogênica. De acordo com as 

análises estatísticas, verificaram-se diferenças entre os tempos testados em relação à 

formação de calos da classe 1 (com até 0,5 cm) e 4 (com mais de 1,5 cm). Maiores 

percentuais de explantes com calos de até 0,5 cm foram obtidos quando as plúmulas foram 

extraídas depois de 2 e 3 dias após sua chegada. Já os maiores percentuais de explantes 

com calos com mais de 1,5 cm, valor médio de 10%, foram obtidos quando as plúmulas 

foram extraídas após 3 dias após sua chegada (Figura 7).  

Desta forma, verificou-se que calos com até 0,5 cm são mais frequentes, 

independentemente do tempo de inoculação das plúmulas, fato semelhante ao verificado 

e discutido no tópico 3.1.1. Assim, o tempo de inoculação da plúmula, após a chegada 

dos embriões zigóticos em laboratório, considerando um limite de até 35 dias, não é um 

fator limitante à formação de calos e à viabilidade dos calos formados, o que consiste 

numa evidente vantagem de uso desse tipo de explante. Dentre outras vantagens inerentes 

ao seu uso, cita-se a alta responsividade calogênica comparada a outros explantes 

somáticos. Além do mais, as plúmulas são consideradas explantes modelo para o 
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desenvolvimento de protocolos a partir de outras fontes de explantes (Bandupriya et al., 

2016). A utilização de plúmulas de coco anão como explante no processo de 

embriogênese somática é uma prática interessante considerando que a variedade nana 

apresenta altas taxas de autofecundação (Lédo et al. 2019), com resultados promissores 

obtidos para esse tipo de variedade (Pérez-Núñez et al. 2006; Sáenz et al. 2010). 

Salienta-se, que este é o primeiro trabalho que testou o efeito do tempo de 

armazenamento dos embriões zigóticos de C. nucifera, fornecedores dos explantes 

iniciais (plúmulas), na responsividade calogênica inicial visando à embriogênese 

somática. 

 

 

Figura 7: Influência do tempo de armazenamento (1, 2, 3, 15, 25 e 35 dias) do 

embrião zigótico, fornecedor de plúmulas utilizadas como explantes para indução de 
calos de Cocos nucifera, sobre o tamanho dos calos obtidos. Letras minúsculas diferentes 
indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

significância. Barras representam o erro padrão. 
 

iii. Influência de diferentes concentrações de 2,4-D na indução de 

calos 

 

Independentemente do tratamento testado, a auxina 2,4-D proporcionou a 

formação de calos já aos 30 dias de cultivo, os quais tornaram-se mais visíveis aos 60 dias 

(Figura 8A). Aos 120 dias em meios com carvão ativado, observaram-se calos 

semifriáveis (Figura 8B) e globulares compactos. Conforme as análises estatísticas, os 
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tratamentos não diferiram entre si em relação ao percentual de calos formados, com valor 

médio de 95% (Tabela 3). 

 

 

Figura 8: Iniciação de calos a partir de plúmulas de Cocos nucifera. A: Início de 

formação de calo sobre a plúmula. B: Calo semifriável oriundo de plúmula cultivada em 
meio com ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e carvão ativado. C, D: Explantes 
escurecidos cultivados em meio com 2,4-D desprovido de carvão ativado. Abreviação: 

(csf) calo semifriável. Escalas: A: 2 mm; B, C e D: 1 mm 

 

O bom desempenho do 2,4-D na indução de calos visando à embriogênese 

somática de C. nucifera tem sido comumente relatado na literatura (Karunaratne; 

Periyapperuma, 1989; Verdeil et al., 1994; Fernando et al., 2003; Sáenz et al., 2006; 

Sandoval-Cancino et al., 2016; Bett et al. 2019). As concentrações utilizadas variam em 

função do explante utilizado, dos cultivares estudados (Nguyen et al., 2015) e da presença 

ou não de carvão ativado. O uso de outras auxinas, como o ácido 1-naftalenoacé tico 

(ANA), ácido indol-3-acético (AIA) (Karunaratne; Periyapperuma, 1989) e ácido 4-

amino-3, 5, 6-tricloropicolínico (Picloram) (Perera et al., 2009; Bhavyashree et al., 2016), 

de maneira geral, não tem provido bons resultados ou então, não são utilizados com 

frequência. 
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Tabela 5. Influência de diferentes concentrações do ácido 2,4-diclorofenoxiacé t ico 

(2,4-D) e da presença (+) ou ausência (-) de carvão ativado na indução de calos a partir 

de plúmulas de Cocos nucifera 

2,4-D Carvão ativado Calo Oxidação 

(µM) 
Presença/ausência 

(g.L-1) 
(% ) (% ) 

13,57 (-) 100±0,0a 100±0,0a 

20,36 (-) 100±0,0a 100±0,0a 

450 (+) 92,0±8,0a 0,0±0,0b 

600 (+) 88,0±12,0a 0,0±0,0b 

Média  95,0 50 

Letras minúsculas iguais indicam ausência de diferenças significativas entre os tratamentos pelo 

teste de Tukey a 5% de significância. Barras  representam o erro padrão. 

 

Já com relação à taxa de oxidação, verificou-se ausência de oxidação em explantes 

cultivados em meios com alta concentração de auxinas, porém suplementados com carvão 

ativado (Figura 8B). Por outro lado, explantes cultivados em meios suplementados com 

baixa concentração de auxina e ausência de carvão ativado oxidaram (Figura 8C, D e 

Tabela 3), o que inviabilizou o desenvolvimento posterior. Assim, apesar da ocorrência 

de 100% de calogênese em plúmulas cultivadas em meio sem carvão, os calos formados 

apresentaram evolução defeituosa para poderem serem usados em etapas posteriores do 

processo (Figura 8C, D). 

Esses resultados confirmam a importância do uso de carvão ativado para a 

prevenção do escurecimento dos explantes, considerado uma problemática na 

micropropagação de C. nucifera (Bandupriya; Fernando; Vidhanaarachchil, 2016). A 

embriogênese dos tecidos de coco apresenta maior eficiência quando alguma substância 

adsorvente de compostos fenólicos, como o polivinilpirrolidona (PVP) e carvão ativado 

é acrescentada ao meio de cultura (Verdeil et al. 1999). O carvão ativado tem sido 

utilizado com sucesso na indução de diferentes tipos de explante, como por exemplo, 

inflorescência (Perera et al. 2008; Sandoval-Cancino et al. 2016; Shareefa et al. 2019), 

embriões zigóticos (Fernando e Gamage 2000), plúmulas (Pérez-Núñez et al. 2006; 

Rivera-Solís et al. 2018) e fragmentos foliares (Buffard-Morel et al. 1992). O uso de 

antioxidantes, como ácido cítrico e ácido ascórbico, ao meio de cultura Y3 acrescido com 
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regulador 2,4-D e carvão ativado, mostrou-se eficiente em para a indução de explantes 

originários de ovários, os quais também podem ser uma alternativa quando se utilizam 

para a indução de plúmulas (El-Gioushy et al. 2020). 

O carvão ativado adsorve fenóis e outros compostos, incluindo os possíveis 

inibitórios do crescimento (Perera et al. 2007). No entanto, isso também ocorre com os 

reguladores de crescimento, como as auxinas, o que torna as condições de cultivo 

indefinidas e, geralmente, exigem que as concentrações dos reguladores de crescimento 

utilizados sejam aumentadas (Bandupriya; Fernando; Vidhanaarachchil, 2016). Em 

protocolos de embriogênese somática dessa palmeira, as concentrações utilizadas variam 

entre 0,1 e 0,3 % (Nguyen et al., 2015) e, de acordo com Perera et al. (2007), a 

combinação adequada entre a auxina 2,4-D e o carvão ativado é considerada um fator 

fundamental para a indução de calos. 

 

 

Figura 9: Influência das diferentes concentrações (450, 600, 13,56 e 20,12 µM) do 

ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) no comprimento dos calos obtidos de C. nucifera 
após 120 dias em meio de cultura. Os valores citados referem-se à média ± erro padrão. 

Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo 
teste de Tukey a 5% de significância. 

 

De acordo com os resultados, calos de maior comprimento (calos com mais de 1,5 

cm) foram somente observados em plúmulas cultivadas em meio suplementado com 600 

µM com carvão. Notou-se também que calos com diferentes tamanhos foram visualizados 

mais distribuídos nos explantes submetidos a altas concentrações de auxina com carvão 

(450 e 600 µM), ao passo que, calos oriundos de explantes cultivados em meio com baixas 
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concentrações de auxina sem carvão (13,57 e 20,36 µM) não ultrapassaram a classe de 

0,5 cm (Figura 9). 

O crescimento lento e a alta taxa de oxidação nas plúmulas inoculadas em meio 

sem carvão ativado estão de acordo com os resultados obtidos por Verdeil et al. (1999). 

Esses autores citam que calos obtidos a partir de inflorescências não se desenvolvem em 

meio de cultura sem adição de substância adsorvente. Embora a taxa de formação de calos 

tenha sido alta, o volume dos calos obtidos foi menor (Figura 9) e não foram observados 

calos compactos globulares e/ou calos semifriáveis, ou ainda, a formação de estruturas 

globulares embriogênicas (Tabela 5). 

A indução de calos na ausência de carvão ativado foi eficiente em tratamentos em 

outras palmeiras como por exemplo, Acrocomia aculeta (Moura et al. 2010; Luis e 

Scherwinski-Pereira 2014) e B. gasipaes (Heringer et al. 2014). Calos obtidos em meio 

de cultura com altas concentrações de auxinas na presença de carvão ativado tiveram 

melhor produção de massa calogênica, sendo observado uma disposição para formação 

de calos considerados potencialmente embriogênicos (calos compactos globulares e/ou 

calos semifriáveis), fato praticamente ausente nos tratamentos sem carvão ativado. 

 

b. Multiplicação de Calos 

iv. Influência do tamanho e da cor do calo na eficiência da 

multiplicação em meio sólido 

 

A interação entre os fatores testados (tamanho do fragmento e cor do fragmento) 

não foi significativa e, portanto, eles foram avaliados isoladamente. Conforme as análises, 

não foram verificadas diferenças estatísticas com relação à taxa multiplicação de calos 

quando se utilizou calos com coloração amarela ou coloração branca, ou seja, a coloração 

do calo inicial não influenciou a taxa de multiplicação (Figura 10). Já com relação ao 

tamanho do fragmento, os fragmentos com 1 a 3 protuberâncias esféricas apresentam 

maior taxa de multiplicação (84,5%) quando comparados àqueles com 5 a 10 

protuberâncias (Figura 11). Esse melhor desempenho na multiplicação de calos com 

dimensões reduzidas pode estar relacionado com o maior contato do explante com os 

componentes do meio de cultivo, inclusive, com as auxinas indutoras dos processos de 

divisão, desdiferenciação e rediferenciação celular (Zeng et al. 2007). Adicionalmente, 

enfatiza-se que explantes menores exibem menor comunicação entre as células, o que  
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favorece a entrada no ciclo de divisão celular (Bettencourt et al. 2016) e, 

consequentemente, a multiplicação da massa celular. 

 

 

Figura 10: Efeito da coloração do explante (amarelo e branco) na multiplicação de 

calos de Cocos nucifera em meio sólido. Letras minúsculas diferentes indicam diferença 
significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significância. Os valores 

citados referem-se à média ± erro padrão. 
 

A influência do tamanho do calo pode ser um fator de interesse na etapa de 

multiplicação. Segundo Tran Thanh Van (2003), tecidos submetidos à técnica de Thin 

Cell Layer (TCL) podem gerar uma alta quantidade de embriões somáticos a partir de um 

pequeno número de células iniciais. O número de células excisadas influencia na 

organização de um sistema multicelular. Tal organização pode ser perdida em um sistema 

de fragmentação inicialmente muito reduzido. No gênero Populus, Lee-Stadelmann et al. 

(1989) descreveram um aumento de até 25 vezes na formação de estruturas embriogênicas 

em fragmentos de 5 mm quando comparados a fragmentos de 1 cm. O tamanho dos 

explantes também foram significativos na formação de calos para a espécie Garcinia 

mangostana, onde explantes formados por metade do limbo foliar obtiveram menor 

eficiência que explantes formados por fragmentos de 3 mm (Goh et al. 1994). 

Especificamente, em estudos visando à multiplicação em meio líquido, o tamanho 

do explante tem sido comumente investigado. Contudo, os resultados são variados a 

depender da espécie, da etapa do processo de morfogênese e das condições gerais de 

cultivo. Por exemplo, Monteiro e colaboradores (2011) verificaram que calos com 

tamanhos superiores a 5 mm de diâmetro favoreceram a diferenciação de embriões 
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somáticos de Musa spp., comparados a calos com 2,5 e 10 mm. Já Tonon, Capuana, & Di 

Marco (2001) não obtiveram sucesso na morfogênese de Fraxinus angustifolia quando 

foram utilizados calos com dimensões reduzidas. Segundo Boxtel & Berthouly (1996), 

agregados com 250-1000 µm de diâmetro foram fundamentais para multiplicação de 

Coffee spp., possibilitando absorção ótima de nutrientes do meio e manutenção do 

potencial embriogênico. Ainda conforme esses autores, agregados inferiores a 100 µm 

apresentaram problemas com degeneração, durante a etapa de multiplicação. 

 

 

Figura 11: Efeito do tamanho do explante na multiplicação dos calos de Cocos 

nucifera em meio sólido. Letras minúsculas diferentes indicam diferença significa t iva 
entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significância. Os valores citados 

referem-se à média ± erro padrão. 
 

v. Influência do cultivo em diferentes meios de cultivo líquido (MS e 

Y3) na multiplicação de calos  

 

Os explantes selecionados para montagem do experimento possuíam coloração 

clara e estruturas embriogênicas menos individualizadas (Figura 12A). A mudança na 

coloração indicando início da oxidação foi observada próximo aos 30 dias de cultivo em 

meio líquido (Figura 12B) para ambos tratamentos, Y3 e MS. A oxidação não ocorreu de 

forma homogênea com coloração dos explantes variando entre bege claro e marrom 

(Figura 12C). 

Após a transferência dos fragmentos que estavam em meio de cultura líquido de 

ambas as formulações, MS e Y3 em agitador, para o meio de cultura semissólido Y3 com 
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600 µM de 2,4-D, foi observado aos 30-40 dias a formação de estruturas globulares 

embriogênicas com superfície lisa e brilhosa, as quais exibiam e nítida individualização 

(Figura 12D). Aos 90 dias em meio semissólido, foi possível observar o incremento na 

quantidade dessas estruturas (Figura 12E). Essas estruturas assemelhavam-se àquelas 

descritas como embriogênicas por Pérez-Núñez et al.(2006). 

 

Tabela 6: Influência do tempo (dias) em diferentes meios de cultura líquidos, MS 

e Y3, na produção de estruturas globulares (EG) por fragmento (frag) durante a etapa de 

multiplicação em meio líquido 

Tempo (dias) Médias (EG/frag) 

30 dias 17,8 ± 4,69 a 

60 dias 7,05 ±2,23 b 

90 dias 18,5 ± 5,78 a 

120 dias 4,6 ±1,81 b 

Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott -

Knott a 5% de significância. Os valores citados referem-se à média ± erro padrão. 

 

Ao analisar o efeito do tempo de cultivo em meio líquido sobre essa variável, os 

tempos 30 e 90 dias não apresentaram diferenças estatísticas entre si sendo superiores aos 

demais (Tabela 6). Dessa forma, para a proliferação de estruturas globulares 

embriogênicas, pode-se utilizar qualquer uma das formulações salinas testadas, contudo, 

recomenda-se pelo menos 30 dias de cultivo em meio líquido e subsequente transferênc ia 

dos calos (fragmentos) para proliferação em meio semissólido. Embora, o tempo de 90 

dias não tenha se diferenciado estatisticamente do tempo 30 dias, recomenda-se o menor 

tempo de cultivo em meio líquido com o objetivo de evitar possíveis problemas com 

variação somaclonal (Larkin e Scowcroft 1981). Conforme as análises estatísticas com 

relação aos tratamentos testados durante essa etapa, para a variável número de estruturas 

globulares embriogênicas/calo, não foram verificadas diferenças entre os meios de cultivo 

testados (MS e Y3) (Tabela 7). 

O valor médio de estruturas globulares embriogênicas produzidas por fragmento 

em meio Y3 semissólido, que não passaram por meio líquido sob agitação, foi de 6,8 

protuberâncias por fragmento. Essa média foi inferior ao tratamento em meio líquido em 

agitação durante 30 dias com média de 17,8 protuberâncias por fragmento, que é 

aproximadamente 250% maior quando comparadas. Os resultados sugerem que a 
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multiplicação em meio líquido sob agitação pode ser uma técnica mais eficiente para a 

produção de estruturas globulares embriogênicas isoladas entre si. Quando comparado os 

valores obtidos para o tratamento de 30 dias de multiplicação em meio líquido com os 

valores para meio semissólido, o meio líquido foi numericamente superior ao meio 

semissólido e a qualidade das estruturas foi notável. As estruturas globulares 

embriogênicas que se desenvolveram a partir de fragmentos previamente cultivados em 

meio líquido apresentaram nitidamente maior individualização comparada aquelas que 

vieram do meio semissólido. Essa individualização pode favorecer posteriormente a 

formação de embriões somáticos sem anormalidades, como fusionamento, que 

prejudicam a conversão embrião somático-planta e reduzem a eficiência do sistema. Algo 

semelhante foi observado em E. guineensis onde a submissão dos calos por 30 dias em 

meio de cultura líquida não aumentou significativamente a formação de calos 

embriogênicos, porém a taxa de formação de estruturas embriogênicas foi maior 

(Monteiro et al. 2018). 

 

Tabela 7: Influência do tempo (dias) em diferentes meios de cultura líquidos, MS 

e Y3 para a produção de estruturas globulares (EG) por fragmento (frag). 

Meio de multiplicação Médias (EG/frag) 

MS 11,35 ± 1,91 a 

Y3 12,77 ± 2,40 a 

Letras minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-

Knott a 5% de significância. Os valores citados referem-se à média ± erro padrão. 

 

As vantagens do meio líquido durante a etapa de multiplicação de calos em relação 

do meio sólido foram observadas para outras palmeiras. Durante a formação de embriões 

somáticos em Phoenix dactilyfera. tanto para explantes de folhas jovens (Veramendi & 

Navarro, 1996; Saker et al., 2007) quanto para inflorescências (Fki et al. 2003), o meio 

líquido se mostrou mais eficiente. O desenvolvimento de massa embriogênica de calos 

fragmentados e inoculados foi 3x maior em meio líquido quando comparado com o 

desenvolvimento em meio sólido em mesmas condições (Fki et al. 2003). O uso de 

diferentes frascos para a multiplicação de P. dactilyfera foi comparado e os autores 

concluíram que frascos contendo meio líquido sob agitação foram mais eficientes que 

frascos contendo meio semissólido e biorreatores tipo RITA® (Ibraheem et al. 2013). O 

meio líquido sob agitação em E. guineensis proporcionou efeitos significat ivos 
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melhorados na multiplicação e desenvolvimento de embriões somáticos com a 

necessidade de adaptação nas concentrações dos reguladores de crescimento ou no tempo 

da cultura em alguns genótipos utilizados (Hashim et al. 2018; Jain e Gupta 2018; 

Monteiro et al. 2018). 

Bhavyashree e colaboradores (2016) em estudos de cultura de células de C. 

nucifera, tentam estabelecer calos com alta competência embriogênica oriundos de 

meristemas caulinar que foram seccionados, triturados e transferidos para meio líquido 

de cultura Y3 acrescidos com diferentes concentrações de 2,4-D ou Picloram, 

aminoácidos e carvão ativado em frascos sob agitação. Os autores observaram que existe 

um período máximo de crescimento das células em suspensão em meio de cultura líquida 

que ocorreu próximo a 200 dias de cultivo com melhor resultado para os tratamentos com 

regulador 2,4-D. Após esse período as células eram inoculadas em meio semissólido Y3 

e não foi observado progresso adicional (Bhavyashree et al. 2016). Diferente do estudo 

de Bhavyashree e colaboradores (2016) no presente trabalho foi observado que os 

fragmentos de calos submetidos ao meio líquido em agitação quando transferidos para 

meio semissólido Y3 permaneciam com competência para formação de novas estruturas 

globulares. 

A oxidação dos fragmentos celulares observadas nesse estudo contrasta com os 

resultados obtidos por Teixeira et al. (1995) e Monteiro et al. (2018) com E. guineensis, 

que não observaram oxidação em culturas de meio líquido. Os autores descrevem a 

indução de embriões zigóticos em meio MS e Y3 e posterior transferência para meio 

líquido Y3 para estabelecimento de embriões somáticos, porém não é citado qual meio 

líquido é mais eficiente. Para E. guineensis a adição de uma etapa em meio líquido tem 

demonstrado significativo incremento de massas embriogênicas (Teixeira et al. 1995; 

Tarmizi et al. 2004, 2008; Monteiro et al. 2018). 
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Figura 12: Aspectos dos calos semifriáveis de Cocos nucifera transferidos do meio 

sólido de indução para o meio líquido de multiplicação. A: Calos utilizados como 
explantes na etapa de multiplicação. B: Calos em meio de cultura líquido. C: Calo com 

pigmentação amarronzada oriundo do meio líquido. D: Estruturas globulares 
embriogênicas desenvolvidas em meio de multiplicação líquido após 40 dias de cultivo 
em meio semissólido. E: Fragmentos oriundos da etapa de multiplicação em meio líquido 

após 90 dias de cultivo em meio semissólido. 
 

 

c. Diferenciação de Embriões Somáticos 

vi. Influência de diferentes meios de cultivo na diferenciação de 

embriões somáticos  
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Com 30 dias de cultivo em meio de diferenciação de embriões somáticos, 

independentemente do tratamento utilizado, verificou-se a formação de estruturas 

esponjosas, semelhantes ao haustório de embriões zigóticos. Aos 40 dias, verificaram-se 

estruturas embriogênicas com pigmentação esverdeada, sobretudo àquelas submetidas ao 

tratamento Y3 acrescido com 5 µM de 2,4-D e 300 µM BAP (Figura 13A). Essas 

estruturas assemelham-se às obtidas por Bett et al. (2019). O aumento da massa 

calogênica em ambos os tratamentos foi observado até os 60 dias de cultivo. Após esse 

período, o volume permaneceu constante para o tratamento Y3 acrescido com 5 µM de 

2,4-D e 300 µM BAP (Figura 13B) e 1/2MS (Figura 13C). 

Após 90 dias de cultivo, não foram identificadas diferenças significativas para as 

variáveis tamanho do calos e percentual de oxidação, entre os dois tratamentos testados 

(Figura 14), com valores médios de 54,65 e 64%, respectivamente. Contudo, o meio Y3, 

suplementado com 2,4-D e BAP, proporcionou maior número de calos com coloração 

esverdeada, com valor médio de 65,6%, diferindo estatisticamente do tratamento com 

1/2MS, desprovido de reguladores de crescimento. Vale ressaltar que embora tenham sido 

constatados aumento da massa embriogênica e mudança de coloração (levemente verde), 

não se verificou diferenciação de embriões somáticos a partir dos explantes submetidos 

aos tratamentos testados. A formação de um tecido semelhante ao haustório foi reportada 

neste experimento em todos os explantes que aumentaram em comprimento. Alguns 

explantes mantiveram a superfície regular ou romperam a superfície formando uma 

fissura (Figura 13B e C). Esse comportamento onde os calos embriogênicos deram 

origem a tecido haustorial ou anormal foi observado por outros autores. Verdeil e 

colaboradores (1989, 1994) observaram a formação de tecido haustorial durante a 

diferenciação em meio de cultura com valores reduzidos de auxina, em explantes oriundo 

de inflorescência de C. nucifera. A formação de tecido haustorial em explantes mantidos 

em meio de cultura com quantidade insuficiente de auxinas foi observado em E. 

guineenses com os explantes aumentando em volume e alterando a coloração branca para 

amarela (Touchet et al. 1991). 
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Figura 13: Aspecto geral dos explantes de Cocos nucifera em meio de cultivo 
visando à diferenciação de embriões somáticos. A: Aspecto do explante após 30 dias em 

meio de cultura; notar áreas com pigmentação esverdeada. B e C: Aspecto dos explantes 
após 90 dias. B: explantes inoculados em meio Y3 acrescido com 2,4-D e BAP. C: 

Explantes inoculados em meio MS desprovido de regulador de crescimento. Seta: 
formação de tecido semelhante a haustório; Escalas: A: 2 mm; B e C: 5mm. 

 

A formação de embriões somáticos em C. nucifera a partir de calos oriundos do 

cultivo de plúmulas tem sido relatada por diferentes autores (R Hornung 1995; Chan et 

al. 1998; Fernando et al. 2003; Pérez-Núñez et al. 2006). De modo geral, a etapa de 

diferenciação de embriões somáticos tem sido caracterizada pela redução ou retirada da 

auxina indutora do processo e/ou adição de alguma citocinina, como BAP (Karunaratne 
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e Periyapperuma 1990; Hornung 1995a; Chan et al. 1998), Thidiazuron (TDZ) (Perera et 

al. 2009; Jayaraj et al. 2015; Bhavyashree et al. 2016) e 2-Isopenteniladenina (2iP) 

(Branton e Blake 1983a; Perera et al. 2008). Apesar do relato da obtenção de embriões 

somáticos na espécie, nesse experimento isso não foi observado, o que exige otimização 

futura dessa etapa.  

É importante mencionar que o processo de embriogênese somática dessa palmeira 

tem sido considerado de baixa eficiência e acompanhado por anormalidades (Blake e 

Hornung 1995; Jayaraj et al. 2015). Além do mais, há um consenso na literatura sobre a 

recalcitrância de Cocos nucifera com relação a regeneração in vitro (Pérez-Núñes et al., 

2006; Jayaraj et al. 2015; Bandupriya et al., 2016), o que exige constante 

manipulação/otimização de protocolos. 

 

 

Figura 14: Efeito de diferentes meios de cultivo sobre o aumento da massa 
embriogênica do calo e sobre os percentuais de oxidação e de calos com coloração verde 

de Cocos nucifera. Os valores citados referem-se à média ± erro padrão. Letras 
minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os tratamentos. Abreviações: 
MS (Murashige e Skoog 1962), Y3 (Eeuwens, 1976) e BAP (6-Benzilaminopurina). 

 

 

vii. Efeito do recipiente de cultivo na diferenciação de embriões 

somáticos 

 

Os explantes selecionados para o experimento apresentavam superfície branca 

com estruturas globulares bem visíveis (Figura 16A). Não foi observado diferenciação de 
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embriões somáticos ou de outras estruturas organizadas a partir de explantes cultivados 

em tubos de ensaio (Figura 15 e 16B). Em alguns explantes foi observado a formação de 

estruturas alongadas e partes oxidadas (Figura 16C). Por outro lado, resultados 

promissores foram observados quando os explantes foram cultivados em biorreatores 

RITA®, com 57,5% de explantes com formação de raiz (Figura 15 e 16D), 2,5% de 

explantes com emissão de parte aérea e 2,5% de formação de plantas completas (Figura 

15 e 16F). Todavia, ressalta-se que além do baixo número de plantas completas obtidas, 

estas exibiram sinais de anormalidades, como parte aérea fusionada ou pouco 

desenvolvida (Figura 16F). A ocorrência dessas anormalidades tem sido recorrente na 

literatura durante a embriogênese somática de C. nucifera (Blake & Hornung, 1995; 

Hornung, 1995; Pérez-Núñez et al., 2006; Jayaraj et al., 2015; Bhavyashree et al., 2016). 

Os explantes oriundos para esse estudo passaram pela etapa de indução em meio  

de cultura contendo regulador picloram. Embora as características morfológicas não 

fossem de calos semifriáveis com superfície branca, lisa conforme descrito por outros 

autores (Chan et al. 1998; Pérez-Núñez et al. 2006; Sáenz et al. 2006) os calos compactos 

selecionados apresentavam morfologia semelhante aquelas referidas como like-ear 

referidas por Pérez-Núñez et al. (2006) e Sandoval-Cancino et al. (2016). 

Até o momento, os estudos apontam melhores resultados nas etapas inicia is 

quando os explantes são inoculados em meio de indução contendo regulador 2,4-D. 

 

 

Figura 15: Desenvolvimento em diferentes frascos (tubo de ensaio e RITA®) 
durante a etapa de diferenciação de plantas de Cocos nucifera. 
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Figura 16: Calos de Cocos nucifera selecionados para a regeneração em diferentes 
recipientes. A: Aspecto dos calos compacto selecionados. B: Calos transferidos para 
tubos de ensaio contendo meio com regulador BAP; C: Calo após 120 dias em meio 

semissólido em tubo de ensaio (estrela: parte oxidada; seta: formação de estrutura 
alongada); Calos. D, E e F: Calos transferidos para frascos RITA® apresentando diferentes 

respostas. D: plântulas apenas com raízes após 120 dias em meio de cultura líquido; E: 
calos oxidados que não responderam ao tratamento em meio de cultura líquido; F: Planta 
de C. nucifera obtida por embriogênese somática apresentando anormalidade na 

formação da parte aérea. Escala: 1 cm. 
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Biorreatores são sistemas automatizados onde os explantes são cultivados dentro 

de um frasco de cultivo e expostos ao meio de cultura por um período programado de 

tempo. Dentre as vantagens do uso de biorreatores citam-se: melhor nutrição e oxigenação 

dos tecidos, renovação adequada do ar e, consequentemente, melhor taxa de crescimento 

e desempenho morfogenético (Etienne e Berthouly 2002; Teixeira e Cid 2010). Assim, o 

recipiente utilizado pode interferir no desenvolvimento de um explante durante as etapas 

do processo de embriogênese (Silvosa- Millado et al. 2020). 

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que calos inoculados em sistema 

de imersão temporária RITA® foram superiores aos inoculados em meio sólido. Esse 

resultado está de acordo com os estudos de Etienne & Berthouly (2002), que descrevem 

uma melhor eficiência das técnicas de imersão temporária quando comparadas ao meio 

sólido. Outros autores também obtiveram resultados apontando melhor eficiência com o 

uso de biorreatores. Em Bactris gasipaes, plantas produzidas por embriogênese somática 

em biorreator tipo “Twin flasks” transferidas para meio de diferenciação semissólido 

apresentaram taxa de sobrevivência menos significativa do que plantas de outro 

tratamento cultivadas em meio líquido em biorreatores. Os autores justificam o resultado 

positivo ao melhor desenvolvimento de raízes classificando as plantas oriundas do cultivo 

em “Twin flasks” como fisiologicamente melhores (Steinmacher et al. 2011). Em 

experimentos comparando biorreatores de imersão temporária e meio semissólido para E. 

guineensis, foi constatado que o alongamento de embriões somáticos e o acúmulo de 

biomassa fresca foi superior estatisticamente em frascos RITA® foi superior a 10x aos 

tratamentos em meio semissólido e 2x ao número de plantas regeneradas (Gomes et al. 

2016). 

 

viii. Influência do tamanho do calo na diferenciação de embriões 

somáticos 

 

O comportamento in vitro das estruturas inoculadas, fragmentos formados por até 

5 protuberâncias esféricas (Figura 17A) ou fragmentos com 5 a 10 protuberâncias 

esféricas (clusters) (Figura 17D), foi semelhante ao relatado no item 3.3.1. Ao final de 30 

dias de cultivo, observou-se o aumento da massa calogênica em fragmentos e clusters 

(Figura 17 B e E). Parte dos fragmentos, mesmo com desenvolvimento de massa 
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calogênica, apresentaram indícios de oxidação, o que não foi um fator limitante ao 

desenvolvimento posterior do explante (Figura 18). 

A ocorrência de pigmentação esverdeada teve início após os 30 dias de cultivo. 

Verificou-se também a formação de estruturas compostas por raízes e uma região 

semelhante a haustórios durante o processo de germinação de embriões zigóticos (Figura 

17C), resultados estes similares aos reportados por Fernando e Gamage (2000). Esse 

comportamento foi observado somente quando fragmentos formados por até 5 

protuberâncias esféricas foram inoculados. Já os explantes aqui nomeados como clusters 

formaram massas com aspecto compacto com pigmentação esverdeada (Figura 17F). 

 

 

Figura 17: Diferentes respostas morfológicas na etapa de diferenciação a partir de 

diferentes calos (fragmentos formados por até 5 protuberâncias esféricas ou fragmentos 
com 5 a 10 protuberâncias esféricas - clusters) de C. nucifera; A- C: fragmentos com até 

5 protuberâncias esféricas e D-F: cluters. A: Fragmento que não respondeu ao tratamento 
com regulador BAP. B: Fragmento responsivo com formação de massa compacta e com 
pigmentação esverdeada. C: Fragmento responsivo com formação de massa compacta 

semelhante a haustório (seta) e raiz primária com pequenas estruturas secundárias (seta). 
D: Cluster que não respondeu ao tratamento com regulador BAP. E: Formação de massa  

compacta (seta) em parte da estrutura do calo inicial sem pigmentação. F: Formação de 
massa compacta esverdeada cobrindo todo calo inicial. Escala: 1 cm. 
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Figura 18: Comparação entre os tipos de isolamento das estruturas globulares 
(isolados e cluster) durante a etapa de regeneração. 

 

Na literatura são encontrados estudos que apontam o sucesso no uso da citocinina 

BAP durante a diferenciação de embriões somáticos de C. nucifera a partir de estruturas 

embriogênicas formadas na fase anterior. Todavia, a maioria dos trabalhos disponíveis na 

literatura não avaliaram o efeito sobre a formação de embriões somáticos do processo de 

isolamento de fragmentos de calos com números variados de estruturas globulares 

embriogênicas (RKW Hornung 1995). Tais autores reportaram sucesso na etapa de 

diferenciação de embriões somáticos utilizando BAP e subsequente regeneração de 

plantas. 

Outros autores citam a separação das estruturas embriogênicas durante o processo 

de diferenciação. Sandoval-Cancino et al. (2016) efetuaram a separação de estruturas 

embriogênicas durante a etapa de multiplicação e não verificaram diferenças entre as 

concentrações de BAP testadas durante a etapa de diferenciação. Similarmente, Pérez-

Núñez et al. (2006) iniciaram a etapa de diferenciação de embriões somáticos a partir de 

estruturas globulares embriogênicas isoladas e inoculadas em meio com 300 µM de BAP, 

porém os resultados não foram conclusivos. 
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d. Caracterização Morfoanatômica dos Calos 

 

Após 60 dias de cultivo em meio de cultura suplementado com auxina, 

observaram-se o aumento do volume das plúmulas, assim como a formação sobre elas de 

estruturas translúcidas com consistência rígida e morfologia “ear-like” (Figura 19 A e B), 

semelhante ao descrito inicialmente por Sáenz et al. (2006) e citados por Jayaraj et al. 

(2015) e Rivera-Solís et al. (2018). Anatomicamente observou-se a formação de massas 

de calos correspondentes às estruturas translúcidas e o incremento de volume celular da 

plúmula (Figura 19 C e D, respectivamente). As massas contendo estruturas translúc idas 

exibiam início de formação de centros meristemáticos. 

Com 120 dias de cultivo, observou-se a partir das estruturas translúcidas inicia is 

o desenvolvimento de calos nodulares compactos brancos e calos friáveis. Salienta-se que 

ambos os calos, embora morfologicamente diferentes, exibiam características anatômicas 

semelhantes. Tais estruturas eram formadas por dois tipos de células: células com 

características meristemáticas (pequenas, com alta relação núcleo citoplasma e sem 

vacúolos visíveis) formando ora um cordão ora nódulos, localizadas nas proximidades da 

protoderme, e por células com características parenquimáticas, localizadas entre a 

protoderme e a zona meristemática e imediatamente abaixo dessa zona. Jayaraj et al. 

(2015) classifica essa região meristemática como “centro meristemático periférico”. 

Segundo os autores essa região meristemática é responsável por originar embriões 

somáticos. 

A presença de áreas meristemáticas evidentes em calos de C. nucifera também foi 

mencionado por Branton & Blake, (1983b), Buffard-Morel et al., (1992), Fernando et al., 

(2003) e Sáenz et al., (2006) que, ao trabalharem com plúmulas de C. nucifera, 

verificaram a formação de nódulos embriogênicos a partir da quebra dessas áreas 

meristemáticas, as quais posteriormente adquiriram protoderme e formaram embriões 

somáticos de origem multicelular. 
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Figura 19: Desenvolvimento dos calos embriogênicos a partir de plúmulas do 

embrião de Cocos nucifera, var. Anão Verde do Brasil de Jiqui (AVeJ), A e B: Início do 
desenvolvimento das plúmulas após 60 dias em meio de cultura com 2,4-D e Picloram, 

respectivamente (seta-estrutura translúcidas); C: Secção anatômica de calo após 120 dias  

em meio com 2,4-D (setas-nódulo meristemático NM, estrela - protoderme Pd); D: Secção 
anatômica de calo após 150 dias em meio com Picloram (setas-nódulo meristemático NM, 

estrela - protoderme PD). 
 

Os calos oriundos da etapa de indução apresentavam características morfológicas 

diferentes devido ao tratamento com diferentes reguladores de crescimento (Figura 20 A 

e C). Quando transferidas para meio líquido (fase de multiplicação), essas estruturas 

tornaram-se mais individualizadas, formando áreas esféricas bem definidas, com 

predominância de células meristemáticas e, portanto, caracterizadas como estruturas 

embriogênicas. Algumas dessas estruturas, semelhante ao descrito por Fernando et al. 

(2003), exibiam indícios de formação de protoderme (Figura 20 B e D). Acompanhando 

internamente a protoderme foi observado um cordão de células meristemáticas (Figura 

20 E). A formação de centros meristemáticos pode ser observada em estruturas 

embriogênicas bem isoladas (Figura 20 E). Adicionalmente, células vasculares foram 

observadas em alguns clusters seccionados (Figura 20 F). Os nódulos meristemáticos 

foram encontrados em explantes que foram induzidos com regulador de crescimento 

Picloram (Figura 20 G). 
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Figura 20: Desenvolvimento de estruturas embriogênicas a partir de explantes 
inoculados em meio líquido oriundas de plúmulas de Cocos nucifera, var. Anão Verde do 
Brasil de Jiqui (AVeJ), A e C: explantes com 2,4-D e Picloram, respectivamente; B: 

Secção anatômica de calo induzido com regulador 2,4-D, após 90 dias em meio líquido 
de multiplicação (setas-nódulo meristemático NM, estrela - protoderme Pd); D: Secção 

anatômica de calo induzido com regulador Picloram, após 90 dias em meio líquido de 
multiplicação (setas-nódulo meristemático NM, estrela - protoderme PD); E: células 
meristemáticas da região do nódulo meristemático; F: Secção anatômica de calo induzido 

com regulador 2,4-D evidenciando uma estrutura embriogênicas (setas-nódulo 
meristemático NM, células vasculares-CV); G: Secção anatômica de calo induzido com 

regulador Picloram evidenciando três estruturas embriogênicas isoladas por células 
meristemáticas dispostas em círculos. 

 

O estágio de multiplicação dos calos é descrito em poucos trabalhos em C. 

nucifera (Verdeil et al. 1994; Pérez-Núñez et al. 2006). Nos estudos de Verdeil et al. 

(1994) os calos foram mantidos em meio de cultura por até oito meses em um “estágio 

de multiplicação” onde uma zona meristemática periférica foi mantida por todo o período 

nas estruturas embriogênicas que surgiram posteriormente. Pérez-Nuñez et al. (2006) 

isolavam as estruturas embriogênicas e realizavam subcult ivos em meio de cultura com 
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as mesmas concentrações usadas durante a indução. Os autores descrevem que não foram 

observadas diferenças histológicas nos calos durante o estágio de multiplicação quando 

comparados com calos durante a fase de indução. 

 

 

Figura 21: Desenvolvimento de estruturas embriogênicas a partir de explantes 

inoculados A e C: Secção anatômica transversal de uma estrutura embriogênica globular 
formado em meio de cultura contendo BAP e 2,4-D após 60 dias de cultivo; B e D: Secção 

anatômica transversal de uma estrutura embriogênicas globular formado em meio de 
cultura contendo BAP e Picloram após 30 dias de cultivo. Escala: A, B e D: 0,2mm; C: 
0,05mm. 

 

Após o estágio de multiplicação os explantes foram selecionados e inoculados em 

meio de cultura para etapa de diferenciação contendo regulador de crescimento BAP 

juntamente com 2,4-D ou Picloram em baixa concentração. Em ambos os tratamentos foi 

possível observar os tecidos organizados formando um conjunto de células 

meristemáticas dispostas semelhantes a um círculo (Figura 21 A e B). Estas células 

coravam mais intensamente e possuíam um núcleo grande e citoplasma sem grandes 

vacúolos (Figura 21 C). Estas características estão de acordo com as descritas por Sáenz 

et al. (2006) que descreve como precursora do embrião somático. Jayaraj et al. (2015) 

descreve que nessa etapa as estruturas globulares pareciam se fundirem para a formação 

do embrião somático após a redução de 2,4-D e a adição de BAP e GA3 ao meio. 
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Essa organização pode ser vista em outros trabalhos que utilizam o regulador BAP 

após a indução de calos, independente da fonte de explante utilizada: inflorescênc ia 

(Sandoval-Cancino et al. 2016), plúmula (Pérez-Núñez et al. 2006; Jayaraj et al. 2015) 

ou explantes embriogênicos (Rivera-Solís et al. 2018). 

 

CONCLUSÕES 

Indução 

• Plúmulas são explantes responsivos ao cultivo in vitro sob altas 

concentrações de auxinas em meio de cultura contendo carvão ativado. 

• A auxina 2,4-D é eficiente para indução de calos potencialmente 

embriogênicos (calos semifriáveis) a partir de plúmulas de Cocos nucifera. 

• O tempo de inoculação da plúmula após a chegada dos embriões zigóticos, 

considerando um limite de até 35 dias, não é um fator limitante à formação de calos e à 

viabilidade dos calos formados. 

 

Multiplicação 

• A coloração do explante não exerce influência na multiplicação de 

estruturas embriogênicas em meio de cultura líquida sob agitação. 

• Fragmentos menores respondem melhor a etapa de multiplicação em meio 

de cultura líquida. 

• Não há diferença significativa entre as diferentes composições dos meios 

de cultivo (MS e Y3) sendo o tempo de 30 dias o período mínimo necessário para essa 

etapa. 

 

Diferenciação 

• O uso do regulador de crescimento 6-Benzilaminopurina na concentração 

(300 µM) e condições estudadas não é eficiente na diferenciação de embriões somáticos 

em plantas completas a partir de calos de C. nucifera var. Anão Verde do Brasil de Jiqui 

(AVeJ) induzidos em meio contendo regulador de crescimento 2,4-D. 

• A diferenciação e regeneração de explantes de C. nucifera induzidos em 

meio de cultura contendo regulador de crescimento Picloram, apresentam resultados que 

diferem aos encontrados na literatura. Protocolos de sucesso utilizam concentrações de 

2,4-D como auxina indutora. 
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• A manutenção de estruturas embriogênicas em frascos RITA® se 

apresentou como opção a etapa de regeneração para C. nucifera. 
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