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Resumo Geral 

 

O presente trabalho objetiou avaliar respostas de genitores Pisifera de dendezeiros 

(Elaeis guineensis Jacq.) quanto à capacidade de regeneração de plantas por 

embriogênese somática (ES), além de identificar proteínas envolvidas durante o 

processo de aquisição de competência embriogênica em híbridos Tenera contrastantes 

para a embriogênese somática. Num primeiro experimento, explantes foliares de quatro 

genótipos adultos de dendezeiro da variedade Pisifera (A251424, A251427, A251512 e 

A251513) foram submetidos à indução de ES utilizando-se o meio de indução (MI), 

composto pelos sais e vitaminas de Murashige e Skoog (MS), suplementado com 30 

g.L
-1

 de sacarose, 0,5 g.L
-1 

de glutamina, 0,5 g.L
-1

 de caseína hidrolisada,
 
2,5 g.L

-1
 de 

carvão ativado, 450 µM de Picloram e gelificado com 2,5 g.L
-1

 de phytagel. O material 

permaneceu nesta condição por 360 dias, com subcultivos a cada 150 dias. 

Posteriormente, o material foi transferido para o meio de multiplicação de calos (MM), 

composto por 40 µM de Picloram, 10 µM de 2-isopenteniladenina (2iP) e 2,5 g.L
-1

 de 

phytagel, onde permaneceu por mais 90 dias. Em seguida, os calos foram colocados em 

meio de diferenciação (MD) formado por 12,3 µM de 2iP, 0,54 µM de ácido 

naftalenoacético (ANA) e de 2,5 g.L
-1

 de phytagel. Depois de diferenciados, os 

embriões somáticos foram transferidos para o meio de regeneração, desprovido de 

reguladores de crescimento e acrescido de 2,5 g.L
-1

 de
 
phytagel e carvão ativado. 

Durante todo o processo, o material foi avaliado morfo e histoquimicamente para 

melhor caracterizar as etapas. Num segundo experimento, a proteômica diferencial de 

dois híbridos Tenera var. B351733 (responsivo à ES) e var. B352933 (não-responsivo à 

ES) foi avaliada durante o processo inicial (14 dias) e tardio (150 dias) da aquisição de 

competência embriogênica em dendezeiro, etapas caracterizadas pelo início de 

formação de calo primário e calo embriogênico, respectivamente. As proteínas extraídas 

foram quantificadas por Bradford e analisadas por eletroforese bidimensional (2-DE). 

Proteínas consideradas diferenciais pelo programa de análise de imagem Image Master 

Platinum foram identificadas por espectrometria de massa. A sequência foi obtida no 

banco NCBI por meio do GI (Gene Identifier) de cada proteína identificada nestes 

tempos. Com as sequências, adicionalmente foi realizada a anotação funcional destas 

proteínas nas plataformas AgBase e Revigo, sendo o gene onthology (GO) de cada 

proteína obtido. A partir dos dados também foram gerados gráficos dos processos 

biológicos em cada tempo. Verificou-se que o genótipo Pisifera A251424 foi o mais 
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responsivo ao processo de ES quando comparado aos demais, com maior formação de 

calos ao longo do tempo (45%). Na etapa MM, calos com até 10,6 mg de massa fresca 

foram os que apresentaram maior incremento de biomassa em relação aos calos de 

maior peso inicial. Com 90 dias em meio MD, calos embriogênicos se diferenciaram em 

embriões somáticos e até 130 dias após, clusteres de embriões somáticos surgiram nesta 

condição. Nas análises morfo-anatômicas e histoquímicas, quatro tipos de calos foram 

observados na etapa MI, sendo o nodular amarelado, com maior adensamento de amido 

nesta etapa, o único a progredir até a formação de embriões somáticos. Na análise 

proteômica das variedades Tenera, 52 proteínas diferencialmente abundantes no tempo 

14 dias foram reveladas, incluindo 17 proteínas aumentadas e 14 diminuídas no 

genótipo responsivo, em relação ao genótipo não-responsivo. Já aos 150 dias de 

indução, 74 proteínas reguladas foram detectadas, incluindo 19 aumentadas e 13 

diminuídas no genótipo responsivo em relação ao não-responsivo. Um total de 40 

proteínas exclusivas foram observadas no genótipo responsivo aos 150 dias de indução, 

enquanto que o genótipo não-responsivo apresentou somente duas. A anotação funcional 

evidenciou uma menor diversidade dos processos biológicos aos 14 dias para o genótipo 

responsivo, e aos 150 dias estes processos apresentaram maior diversidade, quando 

comparados ao não-responsivo. A análise 2-DE e ontologia gênica permitiram a 

identificação de dez proteínas importantes relacionadas com a aquisição de competência 

embriogênica, entre elas a isoenzima catalase 2 (spot 254), mono-dehidro-ascorbato-

redutase isoforma cloroplástica X2 (spot 150), subunidade beta da pirofosfatofrutose-6-

fosfato-1-fosfotransferase (spot 338). De modo geral, os resultados obtidos envolvendo 

a ES, morfo-anatomia, histoquímica e a análise proteômica, aliada à bioinformática 

(anotação funcional), permitiram compreender melhor a propagação in vitro em 

dendezeiro, dando novos subsídios para pesquisas futuras rumo a um melhor 

entendimento sobre os processos de propagação clonal da espécie por embriogênese 

somática. 

 

Palavras-chave: Dendezeiro, embriogênese somática, morfogênese, 2-DE, 

espectrometria de massa. 
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Abstract 

 

The objective of this work was to evaluate the responses of the Pisifera genus of oil 

palm (Elaeis guineensis Jacq.) regarding the acquisition of embryogenic competence 

and plant regeneration by somatic embryogenesis (SE) and to identify proteins involved 

in the process of acquisition of embryogenic competence in Tenera hybrids contrasting 

as to the embryogenic capacity. In a first experiment, leaf explants of four adult 

genotypes of oil palm of the Pisifera variety (A251424, A251427, A251512 and 

A251513) were used for SE induction using the induction medium (IM) composed of 

salts and vitamins of Murashige e Skoog (MS) and supplemented with 30 gL
-1

 of 

sucrose, 0.5 gL
-1

 of glutamine, 0.5 gL
-1

 of hydrolyzed casein, 2.5 gL
-1

 of activated 

charcoal, 450 μM of Picloram and solidified with 2.5 gL
-1

 of phytagel. The material 

remained in this condition for 360 days, being subcultured every 150 days. 

Subsequently, the material was transferred to calluses multiplication medium (MM) 

containing 40 μM of Picloram, 10 μM of 2-isopentenyladenine (2iP) and 2.5 gL 
-1

 of 

phytagel, where it remained for 90 days. Then, calluses were transferred to 

differentiation medium (DM), composed of 12.3 μM 2iP, 0.54 μM of naphthaleneacetic 

acid (ANA) and 2.5 gL
-1

 of phytagel. After differentiation, the somatic embryos were 

transferred to regeneration medium, without growth regulators and supplemented with 

2.5 g.L-1 of phytagel and activated charcoal. Throughout the process, the material was 

evaluated morphologically and histochemically to better characterize the steps. In a 

second experiment, differential proteomics of two hybrids of the Tenera variety, 

B351733 (responsive to SE) and B352933 (non-responsive to SE) were evaluated 

during the initial (14 days) and late (150 days) process of the acquisition of 

embryogenic competence in oil palm, steps characterized by the beginning of formation 

of primary and embryogenic callus, respectively. Proteins extracted were quantified by 

Bradford assay and analyzed by two-dimensional electrophoresis (2-DE). Differential 

proteins detected by the Image Master Platinum software were identified by mass 

spectrometry. The sequence was obtained from NCBI bank by means of the GI (Gene 

Identifier) of each protein identified at these times. With the sequences, it was 

performed the functional annotation of these proteins on the AgBase and Revigo 

platforms, and the gene onthology (GO) of each protein was obtained. The graphics for 

biological process ES were generated for both genotypes at each time. It was verified 
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that the Pisifera genotype A251424 was the most responsive to the SE process when 

compared to the others, because it presented greater calluses formation over time (45%). 

In stage MM, calluses with lower initial weight (up to 10.6 mg) presented a greater 

increase of fresh biomass in relation to the calluses of greater initial weight. After 90 

days on MD medium, embryogenic calluses differentiated into somatic embryos and 

after 130 days, clusters of somatic embryos appeared on this condition. In the morpho-

anatomical and histochemical analyzes, four types of calluses were observed in stage 

MI, being nodular yellowish with greater starch deposition in this step and proceeded in 

the stages until formation of somatic embryos. At the proteomic analysis of the Tenera 

varieties, 52 differentially abundant proteins on time 14 days were revealed, including 

17 proteins increased and 14 decreased in the responsive genotype with respect to the 

non-responsive genotype. Already at 150 days of induction, 74 regulated proteins were 

detected, including 19 increased and 13 decreased also in the responsive genotype with 

respect to non-responsive genotype. A total of 40 unique proteins were observed in the 

responsive genotype at 150 days of induction, while the non-responsive genotype 

showed only two. The 2-DE analysis and gene ontology allowed the identification of 

ten important proteins related to the acquisition of embryogenic competence, among 

them Catalase isozyme 2 (spot 254), Monodehydro ascorbate reductase chloroplastic 

isoform X2 (spot 150), Pyrophosphatefructose-6-phosphate-1-phosphotransferase 

subunit beta like (spot 338). In general, the results obtained involving SE, morphology, 

histochemistry and proteomic analysis, together with bioinformatics (functional 

annotation), allowed a better understanding of the in vitro propagation of oil palm, 

giving new subsidies for future research towards a better understanding about the 

processes of clonal propagation of the species by somatic embryogenesis. 

 

Key words: Oil palm, somatic embryogenesis, morphogenesis, 2-DE, mass 

spectrometry.
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1 – Introdução geral 

 

Com mais de 3500 espécies, a família Arecaceae, na qual as palmeiras estão 

incluídas, compreende um grupo particular de plantas tropicais e subtropicais, com 

crescimento exclusivamente primário (Tomlinson 2006). A família apresenta 

importância econômica, sendo útil como alimento, vestuário, têxtil e combustível, 

principalmente nos trópicos (Glimn-Lacy e Kaufman 2006). 

A utilização de biomassa para a produção de biocombustíveis tem despertado 

interesse econômico significativo nas palmeiras, principalmente em espécies como a 

macaúba (Acrocomia aculeata Jacq. Loddiges ex Mart.), dendê (Elaeis guineensis 

Jacq.), inajá (Maximiliana regia Mart.), tucumã (Astrocaryum aculeatum Meyer) e o 

babaçu (Attalea speciosa Mart. ex Spreng.) (Costa e Marchi 2008). Destas, o gênero 

Elaeis se destaca por possuir duas espécies de interesse para a produção de óleo vegetal:  

caiaué (Elaeis oleifera HBK.) e dendê (Elaeis guineensis Jacq.) (Surre e Ziller 1969).  

Caiaué é uma palmeira de origem americana, sendo encontrada em Honduras, 

Nicarágua, Costa Rica, Panamá, Colômbia, Suriname, Equador, Brasil e Peru 

(Rajainadu 1986). As plantas de E. oleifera crescem ao longo das margens de rios 

suportando bem o sombreamento e a inundação, o que resulta em maior adaptabilidade 

ambiental em relação a E. guineensis (Corley et al. 2003). A espécie possui 

características agronômicas importantes em relação ao dendezeiro como, por exemplo, 

menor taxa de crescimento vertical do tronco, óleo mais insaturado e de alto teor de 

oleína, que beneficia a produção de biodiesel de alta qualidade. Porém, a proporção de 

óleo produzido por cacho em caiaué é em torno de 5%, quando comparado a 25% em 

dendê (Barcelos et al. 2002).  

Adicionalmente, o caiaué apresenta maior resistência ou tolerância a diversas 

pragas e doenças, especialmente ao amarelecimento-fatal, uma das principais doenças 

da cultura, caracterizada pelo amarelecimento dos folíolos basais das folhas mais jovens 

(Chinchilla 2008). Assim, o Caiaué é utilizada em cruzamentos com a espécie africana 

(E. guineenses) para formar híbridos interespecíficos produtivos (Boari 2008; Collares 

2011; Cunha et al. 2012).  

Diferentemente do caiaué, o dendezeiro é uma planta de grande porte, podendo 

alcançar até 30 metros de altura quando em idade adulta. Esta palmeira tem origem 

Africana, sendo encontrada na Guiné, Serra Leoa, Libéria, Costa do Marfim, Gana, 
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Togo, Benim, Nigéria, Camarões, República Democrática do Congo e Angola. Na 

região Centro-oeste do continente Africano, a palma de óleo é encontrada passando pela 

República do Congo, Tanzânia, Moçambique e Ilha de Madagascar (Rajainadu 1986). 

Esta planta não possui resistência ao amarelecimento-fatal, que é a maior ameaça ao 

cultivo do dendê na América Latina (Barcelos et al. 2015), mas possui a maior 

produtividade de óleo vegetal, com rendimento de até 7 ton/ha/ano de óleo, valor que 

corresponde a 10 vezes a produtividade do óleo de soja (Boari 2008; Lin et al. 2009; 

Jayanthi et al. 2015). Outra característica do dendezeiro é que ele pode produzir três 

variedades de frutos, que são caracterizados conforme a espessura do endocarpo, a qual 

é determinada pela presença do gene denominado Sh (Billote et al. 1999).  

Dessa forma, E. guineensis Jacq. var. dura Becc., apresenta genótipo 

homozigoto com genes Sh
+
/Sh

+
, endocarpo com espessura entre 2 a 6 mm e é usada 

como planta feminina na produção de híbridos comerciais. E. guinneensis Jacq. var. 

pisifera Becc., apresenta genótipo homozigoto com genes Sh
-
/Sh

-
, vestígios do 

endocarpo, que também pode estar ausente e é uma planta que fornece pólen para 

produção de híbridos comerciais. E por último, E. guineensis Jacq. var. tenera Becc. é o 

híbrido resultante do cruzamento das duas variedades acima, possuindo genótipo 

heterozigoto com gene Sh
+
/Sh

-
, endocarpo de espessura entre 0,5 e 4 mm, o qual é 

atualmente utilizado para a maioria dos plantios comerciais (Billote et al. 1999) e tem 

vida econômica de 20 a 30 anos (Barcelos et al. 2000). 

Devido à alta produtividade de óleo que E. guineensis possui, programas de 

melhoramento genético da espécie têm sido implementados por instituições de pesquisa 

que buscam introduzir, selecionar e melhorar geneticamente materiais com 

características agronômicas de interesse. Porém, apesar de várias décadas de trabalho, o 

número de materiais selecionados, melhorados e lançados convencionalmente, ainda são 

relativamente baixos em função do longo ciclo da cultura (Low et al. 2008).  

Outra limitação no melhoramento genético do dendezeiro é que a planta possui 

um único ápice de crescimento, sem perfilhamento, o que impede que sua multiplicação 

vegetativa seja realizada por métodos convencionais, fato que, em última análise, 

impossibilita a obtenção de culturas uniformes e a perpetuação de características 

agronômicas de interesse (Scherwinski-Pereira et al. 2010; Silva et al. 2012; Silva et al. 

2014b). Até então, a principal forma de propagação da planta é via sementes (Lorenzi et 

al. 2004). No entanto, as progênies resultantes são altamente heterogêneas, visto que os 
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genitores apresentam considerável nível de heterozigose, pois não existem linhagens 

puras, o que leva a plantios desuniformes (Viégas e Müller 2010). Dessa forma, a 

cultura de tecidos de plantas vem sendo tratada como uma importante ferramenta para o 

melhoramento genético da espécie e clonagem de materiais selecionados (Silva et al. 

2012). 

Entre as técnicas aplicadas em cultura de tecidos de plantas, a embriogênese 

somática (ES) apresenta grande importância para a propagação clonal, pois um grande 

número de plantas pode ser produzido por meio da germinação de embriões somáticos 

in vitro (Litz e Gray 1995). Trata-se de um processo pelo qual células ou tecidos 

somáticos, em determinadas condições experimentais, são induzidas à formação de 

embriões somáticos, que se assemelham a embriões zigóticos, porém não são originados 

a partir da fusão de gametas (Williams e Maheswaran 1986). De fato, a ES tem sido 

considerada uma técnica potencial para a propagação de várias espécies vegetais, dentre 

as quais o dendezeiro, por possibilitar em espaço físico reduzido, a clonagem de 

indivíduos por meio de diferentes tipos de propágulos, como embriões zigóticos, folhas 

imaturas e inflorescências (Teixeira et al. 1994; Guedes et al. 2011; Silva et al. 2012; 

Balzon et al. 2013).  

No entanto, apesar do grande potencial da ES, ainda não são conhecidos com 

precisão todos os processos fisiológicos e moleculares envolvidos durante a formação 

dos embriões, que possibilitem, ao final das etapas, a regeneração em larga-escala de 

plantas completas. Buscando o melhor entendimento da ES, padrões protéicos vêm 

sendo utilizados como marcadores moleculares do processo em diferentes sistemas 

(Joosen et al. 2007; Legrand et al. 2007; Sharma et al. 2008). Nesse sentido, o uso de 

proteínas como marcadores moleculares é uma importante estratégia para otimização e 

controle dos estádios da ES, principalmente durante a aquisição de competência 

embriogênica. Assim, no estudo de proteômica, a eletroforese bi-dimensional (2-DE) é a 

técnica ainda muito utilizada que permite a visualização de proteínas envolvidas nos 

diferentes estádios da ES (Rabilloud 2002; Salvato e Carvalho 2010).  

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivos: 1) induzir a embriogênese 

somática de genitores da variedade pisifera de Elaeis guineensis Jacq. e; 2) identificar 

proteínas envolvidas durante o processo de indução da embriogênese somática em 

híbridos tenera contrastantes quanto à capacidade embriogênica. 
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2 – Revisão de literatura 

 

2.1 – Aspectos gerais do dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) 

 

O dendezeiro pertence à classe Liliopsida (Monocotiledonae), ordem Arecales, 

família Arecaceae (Palmae), subfamília Arcoideae e gênero Elaeis (Tregear et al. 2011) 

(Fig. 1). A espécie foi denominada em 1763 pelo botânico Nicholas Joseph Jacquin, que 

propôs o nome genérico Elaeis por derivação da palavra grega elaion que significa óleo, 

e o nome específico guineensis, devido o centro de origem da espécie na Guiné-Bissau. 

Trata-se de uma espécie de origem Africana encontrada naturalmente desde o Senegal 

até Angola. É uma planta cultivada em regiões tropicais úmidas na África, Ásia e 

América, sendo que as populações mais densas são encontradas na Costa do Marfim, 

Camarões e Zaire (Zeven 1964; Valois 1997). 

 

 

Figura 1. Genótipo de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) apresentando frutificação e 

crescimento vertical do caule reduzido. Foto: Scherwinski-Pereira, J.E., Manaus, AM, 

2012. 

 

No Brasil, populações de dendezeiro Africano selvagem, encontradas na Bahia, 

são semelhantes àquelas encontradas na Nigéria, e por isso, é possível que o dendezeiro 

tenha sido introduzido durante o período de tráfico de escravos africanos no início do 
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século XVIII (Bakoumé et al. 2015). Mais de 100 mil hectares do território nacional são 

ocupados pela espécie, que está distribuída entre os estados do Amazonas, Amapá, 

Bahia e Pará, sendo este último o produtor de aproximadamente 100 mil toneladas de 

óleo vegetal por ano e responsável por um retorno monetário médio anual de 2000 

dólares por hectare (Villela et al. 2014). Contudo, o país ainda ocupa posição inferior 

quando comparado aos seus concorrentes (Indonésia e Malásia), em relação ao cultivo 

dessa oleaginosa (Gontijo et al. 2011) (Fig. 2). 

De produção direcionada para a demanda local a um dos cultivos que mais 

crescem no mundo, o óleo de palma tornou-se o mais importante óleo vegetal. Dos 

óleos vegetais mais comercializados no mercado internacional, como soja, canola, 

amendoim, girassol, algodão, entre outros, aquele que se destaca como líder mundial em 

comércio e consumo entre óleos comestíveis, é o óleo de palma (Fig. 3) (Levermann e 

de Souza 2014). 

 
Figura 2. Principais países envolvidos no cultivo do dendezeiro (E. guineensis Jacq.) e 

na produção anual de óleo de palma. Fonte: adaptado de IndexMundi (2016). 

 



6 

 

 

 

Figura 3. Consumo mundial de óleos vegetais em 2010/2011. *Outros óleos incluem o 

óleo de oliva, palmiste e coco. Fonte: adaptado de Agriculture (2011) – UNITED 

STATES OF AGRICULTURE. The oilseeds group. World markets and trade 2001-

2011. Washington: USDA, 2011. Disponível em 

 <http://www.fas.usda.gov/data/oilseeds-world-markets-and-trade>. Acesso em 19 dez 

2016. 

 

O dendezeiro é uma monocotiledônea perene que, em idade adulta, pode 

alcançar de 15 a 18 metros de altura e até 30 metros numa floresta densa (Barcelos et al. 

2015). A espécie possui sistema radicular fasciculado, composto por várias raízes 

adventícias primárias, que emergem do bulbo radicular e são encontradas entre 20 e 60 

cm de profundidade (Ferwerda 1975; Adam et al. 2005). O caule é do tipo estipe, 

cilíndrico e com um único ápice crescente, não apresentando ramificações (Gonçalves 

2001). As folhas do dendezeiro apresentam nervuras paralelinérveas e são pinadas, 

medindo de 5 a 7 m. Um eixo central está presente nas folhas, o qual é dividido em 

pecíolo, parte basal que se liga ao estipe, com aproximadamente 1,5 m de comprimento, 

e ráquis, a parte distal, com aproximadamente 5 m de comprimento e sendo composta 

de 250 a 350 folíolos (Adam et al. 2005).  

A espécie é monóica, isso é, produz inflorescências masculinas e femininas na 

mesma planta. As inflorescências, denominadas espádices, são formadas na axila de 

cada folha e compostas por espigas envolvidas por duas brácteas fibrosas, chamadas de 

espatas. O dendezeiro ainda é caracterizado como uma cultura alógama, assim, seu 

modo de reprodução é por polinização cruzada, uma vez que as inflorescências são 

produzidas em ciclos alternados e amadurecem em momentos distintos (Valois 1997; 

Adam et al. 2011).  

http://www.fas.usda.gov/data/oilseeds-world-markets-and-trade
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Entre cinco e seis meses após a polinização, os frutos de dendezeiro tornam-se 

maduros. Cerca de 1500 frutos ficam dispostos em um cacho, que possui formato 

ovóide de aproximadamente 50 cm de comprimento, 35 cm de largura média e pesando 

entre 20 e 30 kg (Barcelos et al. 2015). Os frutos são compostos pelo epicarpo (camada 

externa); mesocarpo (camada média entre epicarpo e endocarpo), que representa 92% 

do fruto e contém 20 a 50% de óleo de palma; e endocarpo (camada interna) onde está a 

amêndoa que contém o óleo de palmiste (Sumathi et al. 2008). Em três anos e meio, 

após o transplante para o campo, geralmente inicia-se a produção dos cachos do 

dendezeiro que pode chegar ao ápice produtivo entre 7 e 15 anos. Após este período, a 

produção começa a decrescer gradativamente até o 25º ano (Suframa 2003; Basiron 

2007).  

A principal característica dos frutos é a espessura do endocarpo, o qual é 

chamado de shell e é controlada por um gene principal, classificando assim, as plantas 

em três variedades: Dura, que é usada como planta feminina na produção de híbridos 

comerciais, possui genótipo homozigoto (Sh
+
/Sh

+
) e endocarpo com espessura de até 6 

mm; Pisifera, que produz grande quantidade de pólen que também é usado na produção 

dos híbridos comerciais e com o endocarpo pequeno ou ausente. Essa variedade 

apresenta genótipo homozigoto (Sh
-
/Sh

-
); e por último Tenera, um híbrido resultante do 

cruzamento entre as variedades Pisifera e Dura, apresentando genótipo heterozigoto 

(Sh
+
/Sh

-
). Suas sementes têm espessura entre 0,5 e 4 mm e são indicadas para plantios 

comerciais, devido sua boa produção de frutos e óleo vegetal (Fig. 4). Essa variedade 

tem vida econômica recomendada entre 20 e 30 anos e alta produção de óleo por cacho 

chegando até 6000 kg.ha
-1

 (Beirnaert e Vanderweyen 1941; Billote et al. 1999; Barcelos 

et al. 2000; Pádua et al. 2013). 

 

Figura 4. Frutos de dendezeiro (E. guineensis Jacq.) apresentando diferenças quanto à 

espessura e presença ou ausência do endocarpo, de acordo com a variedade. A- E. 

guineensis var. dura; B- E. guineensis var. pisifera; C- E. guineensis var. tenera. Foto: 

Scherwinski-Pereira, J.E., Manaus, AM, 2012. 
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O óleo dos frutos (óleo de palma extraído da polpa do mesocarpo) e óleo de 

palmiste (extraído da amêndoa) são comestíveis e possuem grande importância 

econômica mundial, sendo utilizados em vários setores da indústria (Subramaniam et al. 

2010). O óleo de palma é empregado na alimentação humana, fabricação de margarinas, 

pães, biscoitos, e também em siderurgia, laminação de chapas de aço, banho de 

estanhagem, fabricação de tintas e vernizes. O óleo de palmiste é de grande valor na 

indústria farmacêutica, cosmética e perfumaria, além de também ser usado na 

formulação de drinks energéticos e alimentos para crianças (Barcelos et al. 1995; Konan 

et al. 2006; Basiron 2007; Murphy 2007; Boari 2008; Konan et al. 2010; Thuzar et al. 

2011). Outro aspecto importante do óleo de dendê é que vem sendo foco para a 

produção de energia renovável, como na área de biocombustíveis (Urquiaga et al. 

2005). 

Estima-se que o Brasil possua cerca de 32 milhões de hectares de áreas 

degradadas adequadas para o cultivo da espécie, espaço este suficiente para a produção 

de óleo e manutenção das demandas internas e externas, tornando o Brasil um dos 

maiores produtores de óleo vegetal do mundo (De Carvalho et al. 2006; Ramalho-Filho 

et al. 2010; Barcelos et al. 2015). Porém, a cultura apresenta dificuldades com relação à 

produção de mudas de qualidade em escala comercial, devido às características que as 

plantas possuem, como um único meristema apical, que impede a propagação por meio 

de estacas ou propágulos vegetativos. O método de propagação atualmente utilizado é 

via sementes, o que torna praticamente impossível a obtenção de culturas uniformes e a 

perpetuação das características selecionadas de genótipos elites. Além do mais, a 

multiplicação por meio de sementes requer um período longo para que as novas mudas 

sejam formadas (Jouannic et al. 2011), pois a taxa de germinação pode ser baixa e lenta 

(Luis et al. 2010). Buscando ultrapassar essas limitações biológicas impostas pela 

cultura do dendezeiro, a embriogênese somática (ES), como técnica da cultura de 

tecidos vegetais, pode auxiliar na otimização de protocolos de propagação clonal, 

produção em larga escala da espécie e, principalmente, obtenção de genótipos elites 

selecionados.
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2.2 – Embriogênese somática 

 

Embriogênese somática (ES) compreende uma das técnicas de propagação 

clonal mais promissoras dos últimos tempos. Trata-se de um processo em que células 

somáticas haplóides ou diplóides se desenvolvem a partir de diferentes estádios 

embriogênicos para formar uma estrutura bipolar, conhecida como embrião somático. 

Este, por sua vez, não apresenta conexão vascular com o tecido materno, originando 

uma planta, sem que ocorra a fusão de gametas (Durzan 1988; von Arnold et al. 2002; 

Sané et al. 2006; Pereira et al. 2007). Para a indução dos calos durante a ES, 

teoricamente qualquer tecido vegetal pode ser usado, considerando-se a 

totipotencialidade das células vegetais. Contudo, explantes que contenham maior 

proporção de tecido meristemático têm sido empregados, pois geralmente são oriundos 

de tecidos jovens e apresentam maior atividade celular, sendo assim, mais adequados 

para o estímulo da formação dos calos (Grattapaglia et al. 1998).  

Em relação aos métodos tradicionais de propagação (estaquia, microestaquia, 

miniestaquia, enxertia e alporquia), a ES é considerada a técnica de reprodução 

vegetativa mais comumente recomendada para a propagação clonal, principalmente em 

palmeiras, que não apresentam ramificações do tronco e nem gemas laterais. Assim, a 

ES tem como vantagens a possibilidade de multiplicação em larga escala de genótipos 

superiores, a obtenção de maior número de embriões somáticos em pequenos espaços 

físicos, o armazenamento de propágulos por maior período de tempo por 

criopreservação, entre outros usos (Soh et al. 2011). Dessa forma, a técnica se torna uma 

das únicas alternativas possíveis de serem aplicadas para a clonagem da maioria das 

palmeiras (Scherwinski-Pereira et al. 2010; Sané et al. 2012). 

A ES pode ocorrer de forma direta ou indireta. O primeiro caso ocorre quando 

células programadas para a diferenciação ou já diferenciadas adquirem competência 

embriogênica e formam embriões somáticos, sem passarem pelo estádio de formação de 

calos. No segundo caso, as células passam pelo estádio de formação de calos para 

posterior diferenciação em embriões (Sharp et al. 1980; Grattapaglia et al. 1998; 

Rezende et al. 2008; Scherwinski-Pereira et al. 2010).  

A maioria dos estudos envolvendo as palmeiras mencionam a ocorrência de 

embriogênese somática indireta, a qual pode permitir maior produção de clones, como 

observado em tamareira (Phoenix dactylifera L.), dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq.) e 



2 

 

 

coqueiro (Cocos nucifera L.) (Konan et al. 2006; Te-Chato e Hilae 2007; Wang et al. 

2010). É possível que alguns fatores influenciem a ES nas palmeiras, como os tipos de 

reguladores de crescimento a serem utilizados nas diferentes etapas, o tipo de explante, 

o meio de cultura e seus diferentes constituintes (Gueye et al. 2009; Perera et al. 2009), 

o carvão ativado (Thomas 2008), além do genótipo (Silva et al. 2012; Luis e 

Scherwinski-Pereira 2014). 

Reguladores de crescimento, em especial auxinas, são de fundamental 

importância na transdução de sinais para desencadear um padrão de expressão gênica 

determinado (von Arnold et al. 2002). Há consenso na literatura sobre a função dos 

reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura para induzir competência 

embriogênica, sendo auxinas e citocininas os grupos mais comumente envolvidos na 

ativação e regulação da divisão e diferenciação celular (Fehér et al. 2003; Phillips 2004; 

Gueye et al. 2009; Chen et al. 2010; Steinmacher et al. 2011; Thuzar et al. 2011). A 

aplicação exógena de auxinas consideradas fortes, como o 2,4-D (2,4-

diclorofenoxiacético) e o picloram (ácido 4-amino-3,5,6-tricloropicolínico) é bem 

relatada para induzir a transição de células somáticas já diferenciadas para células em 

estado embriogênico em vários sistemas vegetais (Don Palmer e Keller 2011). O 

conteúdo elevado destes reguladores na aquisição de competência embriogênica, leva a 

uma resposta extrema de estresse das células vegetais, a qual é necessária para induzir a 

desdiferenciação celular (Karami e Saidi 2010). 

O regulador 2,4-D tem sido bastante empregado para induzir a formação de 

calos durante a embriogênese somática (Verdeil et al. 1994; Gueye et al. 2009). Besse et 

al. (1992) obtiveram formação de calos nodulares compactos e friáveis quando as folhas 

jovens de dendezeiro foram submetidas a concentrações elevadas de 2,4-D. Alguns 

estudos fornecem evidência de que o uso de picloram também ocasiona boa resposta na 

indução de embriões somáticos em várias espécies de palmeiras, como em pupunha 

(Maciel et al. 2010; Steinmacher et al. 2011) e o próprio dendezeiro (Scherwinski-

Pereira et al. 2010; Sanputawong e Te-chato 2011). Em estudo com Phoenix 

canariensis Chabaud, Huong et al. (1999) observaram que altas concentrações de 

picloram no meio de cultura foi um pré-requisito para a indução de calos embriogênicos 

nodulares. 

A influência de 2,4-D na indução da embriogênese somática é bem documentada 

na literatura (Dudits et al. 1995). Fehér et al. (2003) propuseram que este regulador de 
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crescimento, quando adicionado ao meio de cultura acima de determinada concentração, 

pode apresentar duplo efeito nas culturas, como auxina (diretamente ou através do 

metabolismo endógeno) e agente de estresse. Assim, a ação simultânea da resposta ao 

estresse e aos sinais de auxina pode ser um evento chave na adaptação celular, levando a 

reprogramações genéticas, metabólicas e fisiológicas, que resultam na competência 

embriogênica das células somáticas. 

Como mencionado anteriormente, outro fator que pode ter influência na ES é a 

seleção dos propágulos a serem utilizados no processo para obtenção da regeneração de 

embriões somáticos (Benson 2000). Em palmeiras, alguns protocolos de ES já foram 

feitos usando-se como explantes embriões zigóticos (Teixeira et al. 1993), raízes (Jones 

1974; Ledo et al. 2002; Balzon et al. 2013), folhas (Ahée et al. 1981; Duval et al. 1988) 

e inflorescências imaturas (Teixeira et al. 1994; Karun et al. 2004), além de ovários não 

fertilizados (Perera et al. 2007). Todavia, a resposta embriogênica pode variar em uma 

mesma espécie de palmeira de acordo com o tipo de tecido vegetal utilizado, pois 

alguns tecidos respondem melhor do que outros ao processo da ES (Viñas e Jiménez 

2011). 

Em relação ao meio de cultura, o meio MS de Murashige e Skoog (1962) tem 

sido o mais rotineiramente utilizado para as diversas espécies (Guedes et al. 2011), 

incluindo as palmeiras (Vasil e Vasil 1981; Balzon et al. 2013). O meio Y3, formulado 

por Eeuwens em 1976 para o cultivo de Cocos nucifera L., também tem sido bastante 

utilizado, especialmente em palmeiras (Muniran et al. 2008; Moura et al. 2009; Luis e 

Scherwinski-Pereira 2014). Em dendezeiro, Guedes et al. (2011) observaram maior 

formação de calo embriogênico nos explantes cultivados em meio de MS, do que 

naqueles cultivados em Y3 (Eeuwens 1976). Em tamareira, o meio de cultivo mais 

utilizado também tem sido o de MS (Hilae e Te-chato 2005; Othmani et al. 2009; Mazri 

2013). No caso de coco (C. nucifera) (Verdeil et al. 1994) e macaúba (Acrocomia 

aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.) (Moura et al. 2009; Luis e Scherwinski-Pereira 2014) 

foi utilizado o meio de cultivo Y3. 

Outro componente que influencia na embriogênese somática em palmeiras é o 

carvão ativado. Sua influência no crescimento e desenvolvimento vegetal pode ser 

atribuída ao seu potencial em adsorver substâncias inibidoras do meio de cultivo 

(Thomas 2008), diminuir a oxidação fenólica (Teixeira et al. 1994), alterar o pH do 

meio (Owen et al. 1991) e estabelecer um ambiente escuro no meio de cultivo, 
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simulando a condição ambiental do solo em que o indivíduo cresceria naturalmente 

(Dumas e Monteuuis 1995).  

Contudo, o maior impacto do uso de carvão ativado ao meio de cultura parece 

ser a diminuição que ele ocasiona nas concentrações dos reguladores de crescimento 

vegetal, devido sua capacidade de adsorção. Dessa forma, é comum se utilizar 

quantidades maiores desses reguladores para suprir o déficit ocasionado pelo carvão 

ativado, durante a indução (Pan e Van Staden 1998; Thomas 2008). 

Por fim, baixa resposta da embriogênese é influenciada também pelo genótipo 

(Constantin et al. 2015). Mesmo sendo conduzida desde 1970 (Raberchault et al. 1970; 

Jones 1974; Teixeira et al. 1993; Teixeira et al. 1994; Scherwinski-Pereira et al. 2010; 

Silva et al. 2014a; Gomes et al. 2016), a cultura de tecidos em dendezeiro ainda enfrenta 

desafios para a obtenção de calos embriogênicos a partir de certos genótipos, uma vez 

que a resposta é genótipo dependente (Rival e Parveez 2004; Thuzar et al. 2012).  

Silva et al. (2012) trabalhando com nove genótipos de dendezeiro e utilizando 

meio de cultura de MS contendo 450 µM de picloram, mostraram que somente dois 

genótipos tinham potencial para formação de calos embriogênicos e diferenciação em 

embriões somáticos. Alves et al. (2011) trabalhando com híbridos interespecíficos 

oriundos do cruzamento E. oleifera × E. guineensis, também mostraram que diferentes 

variedades requerem diferentes níveis ideais de 2,4-D para indução de calos (375 e 625 

µM).  

Assim, esta diferença de resposta entre as variedades pode estar refletida na 

interação do genótipo com o ambiente, ou seja, quando os mesmos genótipos 

respondem diferentemente de acordo com o ambiente onde se encontram (Obisesan e 

Fatunla 1983), o que caracteriza a resposta genótipo-dependente. Adicionalmente, não é 

uma tarefa trivial explicar este tipo de resposta, pois há todo um processo dinâmico de 

regulação epigenética e molecular durante a ES (Elhiti et al. 2013; Us-Camas et al. 

2014), que necessita ser melhor compreendido. 

 

2.3 – Análise morfo-anatômica 

 

A análise anatômica ou histológica permite o detalhamento dos eventos que 

ocorrem quando espécies vegetais são cultivadas in vitro (Rodrigues et al. 2004). Neste 

tipo de cultivo, características próprias podem ser apresentadas pelas plantas, como 
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abundância de espaços intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido, capacidade 

de sustentação reduzida (esclerênquima e colênquima), entre outros tipos de desordens 

(Schwendiman et al. 1988; Campostrini e Otoni 1996; Guerra e Handro 1998; Moura et 

al. 2008; Silva et al. 2014b). 

 Por meio de estudos morfo-anatômicos é possível identificar as fases do 

desenvolvimento embrionário (Portillo et al. 2007): calo primário, calo pró-

embriogênico, desenvolvimento pró-embriogênico, maturação e desenvolvimento de 

embriões, que ocorrem na ES indireta (Viñas e Jiménez 2011). Verdeil et al. (2001) 

verificando a competência embriogênica em C. nucifera, observaram que durante a 

formação de pró-embriões, ocorreram alterações na estrutura da parede celular dos 

explantes, como fechamento dos plasmodesmas e deposição de calose. Estas alterações, 

segundo os autores, proporcionam aos pró-embriões o isolamento necessário para o 

início do seu desenvolvimento e diferenciação.  

Estudos histológicos durante a ES têm sido úteis para compreender a formação 

de embriões somáticos (Silva et al. 2014b), pois possibilitam a identificação dos tipos 

celulares a partir dos quais surgem os embriões somáticos, permitindo dessa forma o 

aumento da manipulação das respostas embriogênicas (Barbosa et al. 2003). O estudo 

do desenvolvimento de células e tecidos, nas diferentes etapas do processo, também tem 

ajudado a aprimorar a eficiência dos protocolos de propagação clonal. Assim, estes 

estudos têm possibilitado a observação de alterações associadas com a posição e 

atividade das células de competência embriogênica a serem identificadas, além da 

caracterização e melhor entendimento de todo o desenvolvimento ontogênico (Sané et 

al. 2006). 

 

2.4 – Proteômica: Eletroforese bidimensional (2-DE) 

 

A eletroforese bidimensional (2-DE) é uma técnica rotineiramente utilizada para 

as análises proteômicas (López 2007) e surgiu na década de 70, logo após o advento da 

eletroforese-1D em gel de poliacrilamida, a qual possibilitou a criação das primeiras 

bases de dados de proteínas. Denominada na época de SDS-PAGE, a eletroforese-1D 

separa as proteínas provenientes de material complexo, de acordo com sua massa 

molecular. Porém, buscando o melhor entendimento das funções celulares em nível 
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proteico, métodos mais acurados de análise foram desenvolvidos, assim a 2-DE foi 

estabelecida (Klose 1975; O’Farrell 1975). 

Nos anos 90, com o surgimento do termo “proteômica” (Wilkins et al. 1996; 

1997) foi que a 2-DE realmente começou a ser mais utilizada no estudo de proteínas em 

larga escala. Dessa forma, a caracterização de perfis proteicos, a quantificação de 

proteínas, as interações entre proteínas e as modificações pós-traducionais marcaram o 

início da proteômica (Wilkins et al. 1997; Dias et al. 2007; Salvato e Carvalho 2010; Di 

Carli et al. 2012; Wright et al. 2012). 

A proteômica tem sido útil para o melhoramento genético de plantas, pois 

fornece informação de variabilidade genética que é efetivamente expressa no genoma 

(Pennington e Dunn 2001). Adicionalmente, dados gerados por análises proteômicas 

possibilitam uma ampla gama de estudos, como os de caracterizar as respostas celulares 

em relação a determinadas drogas, doenças e mudanças ambientais; identificar alvos 

farmacológicos e marcadores biológicos relacionados ao estabelecimento e progressão 

de doenças; evidenciar proteínas envolvidas nas rotas metabólicas relacionadas aos 

diferentes processos celulares, entre outros (Wilkins et al. 1996; Rose et al. 2004; Silva 

et al. 2009).  

A separação de proteínas por 2-DE ocorre de acordo com o ponto isoelétrico das 

mesmas e seu peso molecular para então haver a comparação do conteúdo de cada 

proteína produzida em diferentes células ou tecidos e em diferentes estados fisiológicos 

(Rabilloud 2002; Monteoliva e Albar 2004). Nesta técnica, proteínas precisam ser 

separadas por massa molecular em um gel desnaturante e posteriormente, visualizadas 

por métodos de marcação, como o Comassie coloidal (Monteoliva e Albar 2004). Na 

área vegetal, os trabalhos de proteômica utilizando 2-DE têm contribuído para detecção 

de proteínas expressas em resposta a estresses abióticos e bióticos, bem como na 

investigação de proteínas que estão envolvidas na interação planta-patógeno (Carmo et 

al. 2013).  

A produção de géis 2-DE tornou-se rotina para o estudo da expressão de 

proteínas, produzindo mapas proteicos correspondentes a diferentes genótipos, estádios 

de desenvolvimento e condições estressantes. Porém, a técnica é limitada, por ser difícil 

separar proteínas com pontos isoelétricos extremos e também não permitir a integração 

direta ao sistema de espectrometria de massa (Salvato e Carvalho 2010). Mesmo assim, 

a técnica 2-DE é a metodologia clássica ainda utilizada em estudos de proteômica e 
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aliada à espectrometria de massas, tem sido capaz de separar muitas proteínas de 

amostras complexas, possibilitando com isso, a análise de expressão gênica através da 

comparação de padrões proteicos (Puretzky e Geohegan 1998; Wang e Hanash 2003; 

Sizova et al. 2007; Tang et al. 2008). Adicionalmente, a técnica apresenta como 

vantagens a avaliação rápida da qualidade da preparação da amostra, identificação e 

sequenciamento de proteínas para organismos os quais não se tem informação genômica 

disponível ou estas são escassas, além da visualização e quantificação de proteínas 

intactas e suas isoformas (Rogowska-Wrzesinska et al. 2013). 

Em embriogênese somática, a abordagem proteômica baseada em eletroforese 

bi-dimensional tem sido aplicada para investigar mudanças moleculares em várias 

espécies vegetais (Choi e Sung 1984; Kuroda 1995; Sallandrouze et al. 1999; Stasolla et 

al. 2004; Imin et al. 2005; Marsoni et al. 2008; Rode et al. 2011; Noah et al. 2013). 

Contudo, ainda são restritos os trabalhos usando a proteômica para tentar elucidar o 

processo embriogênico nas palmeiras, principalmente em dendezeiro, onde os estudos 

são ainda mais raros. 

Silva et al. (2014a) buscaram identificar proteínas nos estágios iniciais da 

embriogênese somática a partir de embriões zigóticos de dendezeiro. Este foi o primeiro 

relato proteômico de embriogênese somática da espécie, especificamente no início da 

aquisição de competência embriogênica, onde os autores encontraram três possíveis 

candidatos como biomarcadores do processo: IIIa membrane protein cp-wap13, 

fructokinase e PR proteins. Posteriormente, Sin et al. (2016) utilizaram da mesma 

abordagem para tentar entender a alta e baixa taxa de proliferação de calos em explantes 

foliares de dendezeiros adultos e identificaram três proteínas como possíveis 

biomarcadores do processo: triosephosphate isomerase, L-ascorbate peroxidase e 

superoxide dismutase.  

Como observado, estudos proteômicos que buscam compreender o processo de 

ES ainda são limitados, principalmente em dendezeiro. Assim, são escassas pesquisas 

que se utilizam da proteômica para auxiliar na compreensão das respostas contrastantes 

entre mesmos genótipos durante aquisição de competência embriogênica. Nesse sentido, 

o presente estudo vai ao encontro a essa necessidade. 
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 Capítulo I 

 

Embriogênese somática de genitores pisifera (Elaeis guineensis Jacq. var. pisifera) a 

partir de explantes foliares de plantas adultas 

 

Resumo 

 

O presente trabalho objetivou avaliar respostas de genitores Pisifera de dendezeiros 

quanto à aquisição de competência embriogênica e regeneração de plantas por ES. 

Adicionalmente, a caracterização morfo-anatômica e histoquímica foram realizadas, 

buscando identificar marcadores morfológicos e bioquímicos do processo. Explantes 

foliares aclorofilados de quatro genótipos de dendezeiro da variedade Pisifera 

(A251424, A251427, A251512 e A251513) foram utilizados na ES. Para a etapa de 

indução, foi utilizado o meio de Murashige e Skoog (MS) suplementado com 30 g.L
-1

 

de sacarose, 0,5 g.L
-1 

de glutamina, 0,5 g.L
-1

 de caseína hidrolisada,
 
2,5 g.L

-1
 de carvão 

ativado, 450 µM de Picloram e solidificado com 2,5 g.L
-1

 de phytagel. O material 

permaneceu nessa condição por 360 dias, sendo subcultivado a cada 150 dias. Na etapa 

de multiplicação, calos obtidos com 180, 270 e 360 dias em meio de indução foram 

coletados, pesados em balança analítica para obtenção do peso fresco e transferidos para 

novo meio de multiplicação de calos (MM), contendo 40 µM de Picloram, 10 µM de 2-

isopenteniladenina (2iP) e 2,5 g.L
-1

 de phytagel. Nessa condição, o material permaneceu 

por 90 dias em sala de crescimento, sendo então novamente pesados para obtenção do 

incremento de biomassa fresca. Durante a etapa MM, intervalos de classes de calos 

foram estabelecidos para avaliar a influência do peso inicial dos calos sobre sua 

multiplicação ao longo deste período. Uma vez multiplicados, os calos foram 

transferidos para o meio de diferenciação de embriões somáticos (MD), composto de 

12,3 µM de 2iP, 0,54 µM de ácido naftalenoacético (ANA) e de 2,5 g.L
-1

 de phytagel. O 

material permaneceu nesta condição até o início da diferenciação dos embriões 

somáticos, quando então foram transferidos para o meio de regeneração de embriões 

somáticos (MR) acrescido de 2,5 g.L
-1

 de
 
phytagel e carvão ativado e desprovido de 

reguladores de crescimento. Registros fotográficos foram realizados para caracterizar o 

desenvolvimento dos embriões somáticos ao longo do tempo, bem como análises 
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morfo-anatômicas e histoquímicas foram realizadas durante todas as etapas. Verificou-

se que na etapa de indução da ES, o genótipo A251424 foi o mais responsivo ao 

processo, por apresentar maior formação de calos ao longo do tempo (45%), quando 

comparado aos demais. Na etapa MM, calos com menor peso inicial (até 10,6 mg) 

apresentaram maior incremento de biomassa fresca em relação aos calos de maior peso 

inicial. Com 90 dias em meio MD, calos embriogênicos diferenciaram embriões 

somáticos e em até 130 dias, clusteres de embriões somáticos surgiram nesta condição. 

Para as análises morfo-anatômicas e histoquímicas, um dos quatro tipos de calos 

avaliados na etapa MI, nodular amarelado, apresentou maior adensamento de amido, e 

foi o único dos tipos que promoveu a formação de embriões somáticos. Este é o 

primeiro relato que utiliza explantes foliares como tecido somático para regeneração da 

variedade Pisifera e que, ao final do processo de ES, obtiveram-se clones. 

 

Palavras-chave: Dendezeiro, folhas, indução de calos, amido, embrião somático 
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Abstract 

 

The objective of this work was to evaluate the responses of the Pisifera variety 

regarding the acquisition of embryogenic competence and plant regeneration by somatic 

embryogenesis (SE). Additionally, morpho-anatomical and histochemical 

characterization were performed, aiming to identify morphological and biochemical 

markers of the process. Leaf explants without chlorophyll from four genotypes of 

Pisifera variety (A251424, A251427, A251512 and A251513) were used in SE. In 

induction phase, it was used Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 30 

gL
-1

 sucrose, 0.5 gL
-1

 glutamine, 0.5 gL
-1

 hydrolyzed casein, 2.5 gL
-1

 activated charcoal, 

450 μM Picloram and solidified with 2.5 gL
-1

 phytagel. The material remained on this 

condition for 360 days, being subcultured every 150 days. In the multiplication stage, 

calluses obtained with 180, 270 and 360 days of induction were collected, weighed on 

analytical balance to obtain fresh weight and transferred to a new calluses multiplication 

medium (MM) containing 40 μM Picloram, 10 μM 2-isopentenyladenine (2iP) and 2.5 

gL
-1

 of phytagel. In this condition, the material remained for 90 days in growth room, 

and then were weighed again to obtain the increase of fresh biomass. During the MM 

stage, calluses class intervals were established to evaluate the influence of calluses 

initial weight on multiplication over this period. Once multiplied, calluses were 

transferred to differentiation medium of somatic embryos (MD) supplemented with 2iP 

12.3 μM, 0.54 μM naphthaleneacetic acid (NAA) and 2.5 g.L
-1

 Phytagel. The material 

remained in this condition until the beginning of differentiation of the somatic embryos, 

when they were transferred to the regeneration medium of somatic embryos (MR) 

supplemented with 2.5 g.L
-1

 of phytagel and activated charcoal, and without growth 

regulators. Photographic records were performed to characterize the development of 

somatic embryos over time as well as morpho-anatomical and histochemical analyzes 

for all stages. It was verified that in the induction step of SE A251424 genotype was the 

most responsive to the process, because it presented greater calluses formation over 

time (45%), when compared to the others. In the MM stage, calluses with lower initial 

weight (up to 10.6 mg) presented a greater increase of fresh biomass in relation to the 

calluses of greater initial weight. With 90 days on MD medium, embryogenic calluses 

differentiated into somatic embryos and up to 130 days, clusters of somatic embryos 

appeared in this condition. For morpho-anatomical and histochemical analysis, one of 
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the four types of calluses evaluated in stage MI, nodular yellowish, presented greater 

starch deposition and was the only one of the types that promoted formation of somatic 

embryos. This is the first report that uses leaf explants as somatic tissue for regeneration 

of the Pisifera variety and that to the end of the SE process, clones were obtained. 

 

Key words: Oil palm, leaves, calluses induction, starch, somatic embryo. 
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1 – Introdução 

 

Originário da região Noroeste da África (Guiné-Bissau) e pertencente à família 

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

perene e alógama, com cultivo predominante nas regiões de clima tropical úmido da 

América Latina, Sudeste da Ásia e África (Tregear et al. 2011). Economicamente, o 

dendezeiro é importante devido à alta demanda por parte da indústria alimentícia e 

farmacêutica, as quais têm extraído o óleo de palma – da polpa do fruto, e o óleo de 

palmiste – da amêndoa, para a fabricação de alimentos, cosméticos e perfumaria (Konan 

et al. 2006). Além disso, o dendezeiro é uma fonte promissora para a produção de 

biocombustível, que é uma energia alternativa e renovável (Rajesh et al. 2003; Basiron 

2007; Villela et al. 2014). 

De fato, entre as oleaginosas, o dendezeiro ganha destaque por poder apresentar 

rendimento de óleo em torno de 5 a 7 ton ha
-1

 ano
-1

, sendo essa produção a de pelo 

menos 1,5 vezes superior a de óleo de coco, duas vezes maior que a do óleo de oliva e 

dez vezes maior que a do óleo de soja, o que o classifica como a primeira fonte de óleo 

vegetal do planeta (Rajesh et al. 2003; Lin et al. 2009; Agriculture 2011). No Brasil, a 

produção nacional não alcança nem 1% da produção da Indonésia ou Malásia, e nem 

mesmo a 0,5% da produção mundial. Atualmente, o Brasil ocupa a 12ª posição em 

relação a produção mundial e, entre os países da América Latina, ocupa a 3ª posição, 

ficando atrás da Colômbia e Equador (Gontijo et al. 2011). Em termos ambientais, as 

plantações de dendezeiro apresentam a capacidade de fixar carbono e proteger o solo da 

erosão, o que o torna uma espécie importante para a ocupação de áreas desmatadas, 

além do óleo, quando produzido e usado para queima não contribuir para o efeito estufa 

(Viégas e Müller 2010). 

Devido a esse potencial econômico, programas de melhoramento genético 

surgiram pelo mundo, com destaque para as Instituições localizadas nos países do 

Continente Asiático e da América Latina (Lin et al. 2009; Konan et al. 2010). Contudo, 

em razão do longo ciclo da cultura, aliado a outros fatores limitantes da cultura, como 

por exemplo, a impossibilidade de se utilizar a propagação vegetativa para reproduzir 

indivíduos com características agronômicas de interesse, ainda são relativamente poucos 

os materiais selecionados, melhorados e lançados comercialmente (Low et al. 2008). 

Adicionalmente, uma das principais dificuldades na expansão da cultura é a 
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disponibilidade de mudas em escala comercial, visto que a principal forma de 

propagação é via sementes, que muitas vezes podem apresentar baixos índices de 

germinação e, fundamentalmente, formar plantas heterogêneas que podem resultar em 

plantios desuniformes com variabilidade na produção, crescimento e resistência a 

pragas e doenças (Jones 1974; Noiret 1981; Konan et al. 2006; Scherwinski-Pereira et 

al. 2010; Silva et al. 2012). 

Em todo o mundo, híbridos comerciais da variedade Tenera têm sido usados 

para comporem os plantios comerciais, pois são plantas com alta produtividade de óleo. 

Estes híbridos são obtidos do cruzamento de duas variedades da espécie E. guineensis: 

Dura x Pisifera, as quais são caracterizadas conforme a espessura do endocarpo (Low et 

al. 2008). A variedade Dura possui genótipo homozigoto dominante (Sh
+
/Sh

+
) e 

desenvolve frutos com o endocarpo espesso. Nos cruzamentos da espécie, esta 

variedade entra como genitora feminina. A variedade Pisifera, por outro lado, apresenta 

genótipo homozigoto recessivo (Sh
-
/Sh

-
) e desenvolve frutos com endocarpo mais fino, 

quando não, ausente. Pisifera também são usadas no cruzamento da espécie, mas como 

genitores masculinos disponibilizando grãos de pólen (Beirnaert e Vanderweyen 1941; 

Pádua et al. 2013; Arolu et al. 2016). 

Neste contexto, a propagação clonal de indivíduos Pisifera é importante, pois 

como parentais, são eles que disponibilizam material genético (grãos de pólen) para a 

obtenção das variedades comerciais Tenera (Jayanthi et al. 2015). No Brasil, a produção 

comercial de sementes de dendezeiro iniciou em 1991 pela Embrapa Amazônia 

Ocidental, Amazonas, a qual foi responsável pela comercialização de quase 7 milhões 

de sementes germinadas no período de 2000 a 2010 (Lobato 2016). Praticamente toda a 

produção de sementes comerciais é baseada em indivíduos Pisifera. Porém, devido a 

intempéries do meio, permanência em campo e idade avançada, estes indivíduos vêm 

sendo perdidos no decorrer dos anos. Este fato deverá comprometer sobremaneira o 

programa de produção de sementes comerciais do Brasil num futuro não muito distante. 

Como são poucos os inidivíduos Pisifera, sua clonagem poderia permitir a substituição 

dos genitores ou então, aumentar a capacidade de produção de sementes pelo Brasil. 

Assim, uma possibilidade para superar os obstáculos e avançar nos programas de 

melhoramento genético da cultura e nos programas de produção de mudas é a utilização 

de ferramentas biotecnológicas, como a clonagem (Scherwinski-Pereira et al. 2010; 

Silva et al. 2012). Desde os primeiros relatos de embriogênese somática (ES) em E. 
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guineensis (Raberchault et al. 1970; Staritsky 1970; Jones 1974; Raberchault e Martin 

1976), vários estudos de ES têm sido conduzidos com a cultura voltados para o seu 

melhoramento genético ou reprodução de genótipos de interesse (Jones 1974; Teixeira 

et al. 1993; Teixeira et al. 1994; Konan et al. 2010; Scherwinski-Pereira et al. 2010; Soh 

et al. 2011; Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013). Com isso, a ES se tornou uma das 

técnicas de propagação clonal mais promissoras dos últimos tempos, apresentando 

como vantagens a possibilidade de multiplicação em larga escala de genótipos 

superiores, obtenção de maior número de mudas que outras técnicas de propagação 

vegetativa e, consequente produção de plantas em espaço físico reduzido, além da 

possibilidade de armazenamento de propágulos por meio da criopreservação. 

Adicionalmente, a técnica pode ser uma importante ferramenta em programas de 

melhoramento genético da espécie, por poder acelerar a reprodução de cruzamentos de 

interesse e/ou auxiliar a fixação de ganhos genéticos em ciclos de seleções (Vicient e 

Martínez 1998; Konan et al. 2010; Soh et al. 2011). 

Na ES, células haplóides ou diplóides se desenvolvem a partir de diferentes 

estádios embriogênicos característicos para formar uma estrutura bipolar, conhecida 

como embrião somático, o qual não apresenta conexão vascular com o tecido materno e 

pode formar uma nova planta completa, sem que ocorra a fusão de gametas (Williams e 

Maheswaran 1986; Raemakers et al. 1995). Durante este processo, a formação dos 

embriões somáticos pode ocorrer por duas formas: a direta e a indireta. No primeiro 

caso, células programadas para a diferenciação ou já diferenciadas adquirem 

competência embriogênica e formam embriões somáticos sem passarem pelo estádio de 

formação de calos. Já no segundo, as células passam pelo estádio de formação de calos 

para posterior diferenciação em embriões somáticos (Sharp et al. 1980; Guerra et al. 

1999). 

Na literatura, há somente um relato abordando a embriogênese somática em 

Pisifera a partir de inflorescências imaturas (Teixeira et al. 1994), não sendo 

encontrados trabalhos que comparam a resposta de diferentes genótipos a partir de 

tecidos somáticos de plantas adultas, partindo-se de explantes foliares. Neste contexto, o 

presente trabalho objetivou avaliar respostas de genitores Pisifera (E. guineensis Jacq. 

var. pisifera) inicialmente quanto a aquisição de competência embriogênica e, 

posteriormente, a regeneração de plantas por embriogênese somática. Durante o estudo, 
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a caracterização anatômica e histoquímica dos materiais também é avaliada, buscando-

se caracterizar as diferentes etapas envolvidas no processo. 

 

2 – Material e métodos 

 

O presente trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos II da 

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, em Brasília – DF. Explantes foliares 

aclorofilados de E. guineensis Jacq. var. pisifera foram coletados logo acima do 

meristema apical do palmito de quatro genótipos: A251424, A251427, A251512 e 

A251513 (Fig. 1). A coleta foi feita neste ponto, para evitar a perda por morte da planta. 

 

Figura 1. Aspecto geral de um dos quatro palmitos de dendezeiro (Elaeis guineensis 

Jacq. var. pisifera) e as regiões utilizadas para o cultivo in vitro. * Região basal não foi 

utilizada. 

 

Os genótipos utilizados foram de plantas genitoras adultas, fornecedoras de 

pólen em cruzamentos controlados da espécie, tendo sido cedidos pelo Programa de 

Melhoramento Genético de Palma de Óleo, conduzido pela Embrapa Amazônia 

Ocidental, no Campo Experimental do Rio Urubu, no município de Rio Preto da Eva, 

AM. 

Quando coletados, os palmitos foram embalados em sacos plásticos e 

acondicionados em caixas de isopor, sendo imediatamente enviados por transporte aéreo 

até Brasília, DF. Uma vez recebidos no laboratório, o material foi reduzido para 

aproximadamente 30 cm e em seguida foi realizada aspersão com álcool 70% em cada 

palmito para sua manipulação em capela. Posteriormente foi iniciado o processo de 

desinfestação, onde primeiramente retirou-se as folhas mais externas, com auxílio de 

bisturi em câmara de fluxo laminar. O material foi submerso em solução de álcool 

(70%) por 3 minutos, seguido de hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo) por 20 

minutos e três lavagens em água destilada autoclavada (Fig. 2A-E). 
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Figura 2. Etapas do estabelecimento in vitro de folhas aclorofiladas de genótipos de 

dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq. var. pisifera) para a indução da embriogênese 

somática. A – Palmitos de genótipos de dendezeiro recebidos em laboratório; B – 

eliminação da região basal fibrosa dos palmitos; C – aspersão de álcool 70% no 

palmito, antes de sua manipulação em câmara de fluxo laminar; D – material em 

condições de câmara de fluxo laminar submerso nas soluções de álcool 70% (3 min.) e 

hipoclorito de sódio 2,5% de cloro ativo (20 min.), respectivamente; E – enxágue do 

material com água destilada e autoclavada; F – folhas aclorofiladas sendo separadas e 

excisadas em explantes de tamanho de aproximadamente 1 cm²; e G – explantes foliares 

em número de seis por placa de petri inoculados em meio de cultura para indução da 

embriogênese somática. Barras: 8 cm. 

 

2.1 – Indução de calos 

 

Após o processo de desinfestação, explantes foliares de aproximadamente 1 cm² 

foram inoculados com auxílio de pinças e bisturis em placas de petri (15 x 90 mm), 

contendo 25 mL de meio de cultura de indução de calos (MI) (Fig. 2F-G). Em cada 

placa, foram cultivados seis explantes foliares. O meio MI foi composto pelos sais e 

vitaminas de MS (Murashige e Skoog 1962), suplementado com 30 g.L
-1

 de sacarose, 

0,5 g.L
-1 

de glutamina, 0,5 g.L
-1

 de caseína hidrolisada,
 
2,5 g.L

-1
 de carvão ativado, 450 

µM de Picloram e solidificado com 2,5 g.L
-1

 de Phytagel (Sigma®), conforme Balzon et 

al. (2013). O meio de cultura teve o pH ajustado em 5,8±0,1 com 0,1 N de NaOH ou 

HCl, antes da adição do Phytagel, sendo em seguida esterilizado por autoclavagem a 

121 ºC em 1,3 atm de pressão por 20 minutos. 

Uma vez em cultura, o material foi acondicionado em sala de crescimento à 

temperatura de 25 ± 2 ºC em condição de escuro por até 360 dias, com subcultivos a 
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cada 150 dias. O delineamento experimental utilizado nesta etapa foi o inteiramente 

casualizado, composto por pelo menos 100 repetições para cada genótipo, sendo cada 

parcela constituída de uma placa de petri contendo 6 explantes foliares. 

 

2.1.1 – Coleta de dados durante a indução de calos 

 

Nesta etapa, os explantes foliares foram avaliados quanto à formação de calos e 

oxidação aos 90, 180, 270 e 360 dias. Também foram atribuídas notas (1, 3 e 5) durante 

cada avaliação para melhor caracterizar os processos de oxidação e formação de calos 

dos explantes, sendo oxidação com nota 1 caracterizada como inicial, onde o explante 

foliar apresentava as regiões da periferia oxidadas; nota 3 como oxidação parcial, em 

que o explante apresentava oxidação até a região central do mesofilo; e nota 5 como 

oxidação total do explante foliar, a qual era possível ser visualizada por todo o explante 

(Fig. 3A-C). Já para a formação de calos, os explantes foliares foram caracterizados da 

seguinte maneira: nota 1 caracterizava a baixa formação de calos em um dos lados e 

numa única região do explante foliar; nota 3 caracterizava a média formação de calos, 

os quais estavam distribuídos num dos lados do explante em mais de uma região; e nota 

5 a qual se referia a alta formação de calos, estando estes distribuídos por todo o 

explante foliar (Fig. 3D-F). 
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Figura 3. Caracterização dos níveis de oxidação e da posição e intensidade de formação 

dos calos nos explantes foliares do genótipo A251424 de dendezeiro (E. guineensis 

Jacq. var. pisifera). A- oxidação com nota 1 (inicial); B- oxidação com nota 3 (parcial); 

C- oxidação com nota 5 (total); D- produção de calos nota 1 (baixa formação de calo em 

um dos lados do explante e numa única região); E- produção de calos nota 3 (média 

formação de calos distribuídos num dos lados do explante em mais de uma região); e F- 

produção de calos nota 5 (alta formação de calos distribuídos por todo o explante). 

 

 

2.2 – Multiplicação de calos 

 

Os calos obtidos a partir de 180 dias da etapa de indução foram coletados por 

meio de raspagem dos explantes foliares. Uma vez coletados os calos, os explantes 

foliares foram novamente colocados em placas de petri (15 x 90 mm) que continham 25 

mL de meio MI para nova formação de calos, e novas coletas foram feitas também aos 

270 e 360 dias.  

Após a coleta, os calos foram pesados com auxílio de balança analítica de 

precisão, em condições assépticas, e transferidos para o meio de multiplicação de calos 

(MM), sem adição de carvão ativado, mas contendo 40 µM de Picloram, 10 µM de 2-

isopenteniladenina (2iP) e 2,5 g.L
-1

 de Phytagel (Balzon et al. 2013). Neste meio de 

cultura, os calos permaneceram por 90 dias, em sala de crescimento à temperatura de 25 

± 2 ºC e no escuro. Em seguida, os calos foram avaliados quanto ao incremento de 

biomassa fresca por meio de nova pesagem em balança analítica de precisão e conforme 

a fórmula:    
  

  
, onde: Pc é o peso do calo (incremento de biomassa fresca); Pf é o 

peso final do calo após 90 dias em meio MM; e Pi é o peso inicial do calo, após sua 
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coleta do explante foliar. Os dados de peso inicial obtidos foram utilizados para avaliar 

a influência do peso inicial sobre a multiplicação dos calos ao longo do tempo, a partir 

do estabelecimento de nove intervalos de classes, assim distribuídos: calos com peso 

entre 1,1 e 10,6 mg; 10,7 e 20,0 mg; 20,1 e 30,9 mg; 31,0 a 44,5 mg; 44,6 a 56,5 mg; 

entre 56,6 e 98,2 mg; 98,3 e 130,0 mg; 130,1 a 200,0 mg; e maior que 200,0 mg. 

 

2.3 – Diferenciação de embriões somáticos 

 

Os calos obtidos durante a etapa de multiplicação (90 dias) foram transferidos 

para novas placas de petri (15 x 90 mm), as quais continham 25 mL de meio de 

diferenciação de embriões somáticos (MD). Este meio foi composto por sais e vitaminas 

do meio de MS e suplementado com 12,3 µM de 2iP, 0,54 µM de ácido 

naftalenoacético (ANA) e de 2,5 g.L
-1

 de Phytagel, sem a adição de carvão ativado 

(Balzon et al. 2013). Nesta etapa, o material foi mantido em sala de crescimento nas 

mesmas condições de temperatura e ausência de luz descritas anteriormente, até o início 

de diferenciação dos embriões somáticos. 

 

2.4 – Regeneração de embriões somáticos 

 

Embriões somáticos diferenciados foram transferidos para tubos de ensaio 

tamanho médio contendo 10 mL de meio de regeneração de embriões somáticos (MR). 

Este meio foi constituído pelo meio de MS, 2,5 g.L
-1

 de
 
Phytagel e carvão ativado e 

desprovido de reguladores de crescimento (Balzon et al. 2013). O material foi 

acondicionado em sala de crescimento à 25 ± 2 ºC com intensidade luminosa de 52 

µmol.m
-2

.s
-1

 e, nestas condições, mantidos para continuarem seu desenvolvimento. 

Registros fotográficos para caracterizar o desenvolvimento dos embriões somáticos em 

relação ao tempo foram feitos em estereoscópio (Leica, Mod. EZ4 HD) acoplado ao 

computador contendo software para captura de imagens (Software LAS EZ 2.0). 
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2.5 – Análise de dados 

 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), com as 

médias dos diferentes genótipos comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. Para as análises, utilizou-se o programa de análises estatísticas Sisvar 4.4 

(Ferreira 2011). 

 

2.6 – Análises morfo-anatômicas e histoquímicas 

 

A análise morfológica dos diferentes tipos de calos obtidos foi realizada durante 

a etapa de indução de calos de forma visual e com auxílio de um estereoscópio (Leica, 

Mod. EZ4 HD), acoplado ao computador contendo software de captura de imagens 

(Software LAS EZ 2.0). Para a análise anatômica e histoquímica, amostras de cada tipo 

de calo foram coletadas, fixadas, desidratadas e emblocadas conforme protocolo a 

seguir. A fixação foi realizada em FAA 70% (formaldeído 37%, ácido acético glacial e 

álcool etílico 70%, 1:1:18 v/v) (Johansen 1940), durante 24 h, com uso da bomba a 

vácuo; a desidratação em série etanólica crescente (70-100%, 1 hora cada) e a 

infiltração em historresina (Leica, Heidelberg, Germany), seguindo as especificações do 

fabricante. Utilizando-se micrótomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), cortes 

seriados longitudinais e transversais de 7 µm foram obtidos, distendidos e aderidos às 

lâminas microscópicas com uso de placa aquecedora a 40 ºC. Os cortes foram corados 

com azul de toluidina (0,5%) (O’Brien et al. 1964). Testes histoquímicos também foram 

realizados para verificar a presença de proteínas e amido, respectivamente, utilizando-se 

Xilidine Ponceau (XP) e Lugol (Johansen 1940; Vidal 1969).  

As imagens foram registradas por meio de microscópio (Leica, Mod. DM 300) 

acoplado ao computador contendo software de captura de imagens (Software LAS EZ 

2.0). As mesmas análises foram realizadas nas etapas posteriores da embriogênese 

somática, ou seja, multiplicação de calos, diferenciação e regeneração de embriões 

somáticos. 
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3 – Resultados e discussão 

 

3.1 – Indução de calos  

 

A análise dos genótipos mostrou o surgimento dos calos primários aos 180 dias 

de cultivo (Fig. 4). Ao longo do tempo (180, 270 e 360 dias), a indução de calos 

apresentou resultados estatisticamente superiores para o genótipo A251424 em relação 

aos demais genótipos. Nos genótipos A251427 e A251513, os resultados foram  

estatisticamente iguais na indução de calos nos tempos 180, 270 e 360 dias de cultivo. 

Nestes mesmos tempos de cultivo, o genótipo A251512 foi o menos responsivo à 

indução de calos, mantendo-se com valores estáveis e próximos de zero (Tabela 1). 

Diferentes respostas quanto à formação de calos em diferentes genótipos de E. 

guineensis também têm sido relatadas na literatura (Sanputawong e Te-chato 2008; 

Thawaro e Te-chato 2009; Thuzar et al. 2011; Silva et al. 2012; Jayanthi et al. 2015). De 

fato, a frequência de indução de calos com competência embriogênica não depende 

somente das condições de cultivo, como por exemplo, os reguladores de crescimento 

adicionados ao meio de cultura, mas também e principalmente dos genótipos (Jiménez 

2001; Rival e Parveez 2004; Thuzar et al. 2012; Constantin et al. 2015). O certo é que a 

taxa de indução de calos em E. guineensis geralmente é baixa (menor que 5%) devido a 

respostas diferentes entre os genótipos, mesmo sob condições semelhantes de cultivo 

(Soh et al. 2011; Constantin et al. 2015). 
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Figura 4. Formação de calos primários (setas brancas) em explantes foliares de 

dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera) aos 180 dias de cultivo. A- genótipo 

A251424; B- genótipo A251427; C- genótipo A251512; e D- genótipo A251513.  

 

Com relação à oxidação, os explantes foliares apresentaram níveis altos, a partir 

dos 90 dias de cultivo (acima de 80%), não tendo sido observadas diferenças estatísticas 

significativas entre os genótipos (Tabela 1). A produção de compostos fenólicos 

normalmente inibe o crescimento e desenvolvimento dos explantes, que podem ser 

levados à morte (Costa et al. 2006). Com isso, alguns autores indicam a adição de 

carvão ativado ao meio de indução devido à sua capacidade de adsorver compostos, 

como metabólitos secundários e reguladores de crescimento, a fim de minimizar o 

processo de oxidação e também induzir a germinação de embriões somáticos e ou 

zigóticos (Fridborg et al. 1978; Owen et al. 1991; Teixeira et al. 1993; Teixeira et al. 

1994; Dumas e Monteuuis 1995; Pan e Van Staden 1998; Thomas 2008; Scherwinski-

Pereira et al. 2010; Suranthran et al. 2011; de Carvalho Silva et al. 2012; Scherwinski-

Pereira et al. 2012). 
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Tabela 1. Formação de calos e oxidação dos explantes em quatro genótipos de 

dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera) avaliados em diferentes tempos de cultivo. 

  

Tempo de cultivo (dias) 

 

Genótipo 

 
90 180 270 360 

Total acumulado 

ao final das re-coletas 

  

Formação de calo (%) 

 A251424* 

 

0,0±0,0 aC 11,4±2,09 aB 20,6±2,88 aA 13,8±2,60 aB 45,8±5,83 

A251427 

 

0,0±0,0 aB 2,7±1,09 bA 4,3±1,27 bA 4,3±1,27 bA 11,3±2,78 

A251512 

 

0,0±0,0 aA 0,2±0,17 bA 0,2±0,17 cA 0,2±0,17 cA 0,6±0,39 

A251513 

 

0,0±0,0 aB 0,6±0,33 bB 2,9±0,79 bA 4,2±0,90 bA 7,7±1,42 

  

Oxidação (%) 

 A251424 

 

96,9±1,52 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 aA 100,0±0,0 

A251427 

 

80,1±3,16 aA 90,9±2,98 aA 90,9±2,98 aA 90,9±3,11 aA 90,9±3,11 

A251512 

 

84,9±2,89 aA 87,0±3,49 aA 87,0±3,49 aA 87,0±3,49 aA 87,0±3,49 

A251513 

 

88,6±2,68 aA 88,6±2,68 aA 99,4±0,52 aA 99,4±0,52 aA 99,4±0,52 

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item, minúsculas na vertical (entre os genótipos dentro 

de cada tempo de cultivo) e maiúsculas na horizontal (entre os tempos dentro de cada genótipo) ± erro 

padrão, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott (p<0,05). *Indica o genótipo no 

qual foram feitas re-coletas dos calos nos explantes a partir de 180 dias de indução, justificando a menor 

formação de calos aos 360 dias. 

 

3.1.1 – Coleta de dados durante a indução de calos 

 

Somente o genótipo A251424 apresentou calos classificados em três notas de 

acordo com sua posição e intensidade de formação nos explantes foliares ao longo do 

tempo (90 a 360 dias), ou seja, calo com nota 1 (baixa formação de calo em um dos 

lados do explante e numa única região), 3 (média formação de calos distribuídos num 

dos lados do explante em mais de uma região) e 5 (alta formação de calos distribuídos 

por todo o explante). Destes, o calo de nota 1 foi o único diferente quando comparado 

aos demais genótipos (Tabela 2). 
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Tabela 2. Classificação dos calos em notas (1, 3 e 5*) quanto à sua posição e 

intensidade de formação nos explantes foliares dos genótipos de dendezeiro (E. 

guineensis Jacq. var. pisifera) avaliados nos diferentes tempos de cultivo. 

Genótipo Tempo (dias) 
Nota quanto ao tipo de calo (%) 

1 3 5** 

A251424** 

90 ------- ------- ------- 

180 66,7±10,81  23,7±9,64  9,6±5,88  

270 58,9±8,85  12,7±6,06  28,4±7,86  

360 80,3±7,78  11,2±5,68  8,5±5,11  

A251427 

90 ------- ------- ------- 

180 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

270 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

360 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

A251512 

90 ------- ------- ------- 

180 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

270 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

360 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

A251513 

90 ------- ------- ------- 

180 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

270 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

360 100,0±0,0  0,0±0,0  0,0±0,0  

*1 (baixa formação de calos); 3 (média formação de calos); 5 (alta formação de calos); **Indica o 

genótipo no qual foram feitas re-coletas dos calos nos explantes a partir de 180 dias de indução, 

justificando a menor formação de calos com nota 5 aos 360 dias. 
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Para caracterizar os níveis de oxidação nos explantes foliares de cada genótipo 

ao longo do tempo de cultivo (90 a 360 dias), notas foram atribuídas durante as 

avaliações dos explantes na etapa de indução de calos. Assim, aos 90 dias de cultivo os 

genótipos apresentaram mais de 11% dos explantes com oxidação inicial (nota 1), a qual 

evoluiu para oxidação total (nota 5) em até 82% dos explantes neste período. Aos 360 

dias de indução, todos os genótipos apresentaram oxidação total entre 90 e 100% dos 

explantes (Tabela 3). 

Em palmeiras, a oxidação dos tecidos em cultivo in vitro é um acontecimento 

recorrente (Sugimura e Salvaña 1989; Teixeira et al. 1994; Sáenz et al. 2006) e já foi 

descrita para várias espécies (Verdeil et al. 1994; Fki et al. 2003; Steinmacher et al. 

2007), assim como em E. guineensis (Teixeira et al. 1994). A liberação de compostos 

fenólicos in vitro, logo após a injúria do tecido, resulta na oxidação do explante (Van 

Winkle et al. 2003) e isto poderia ser um dos motivos para a redução da formação de 

calos primários in vitro das palmeiras (Viñas e Jiménez 2011). Porém, em alguns casos, 

a oxidação parece ser um requisito para a formação de calos, podendo assim não ser 

prejudicial às culturas (Silva et al. 2012; Jayanthi et al. 2015). No presente estudo, foi 

observado que a formação de calos ocorria durante ou após um evento de oxidação do 

explante. 
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Tabela 3. Classificação da oxidação em notas* (1, 3 e 5), de acordo com a distribuição 

em explantes foliares de dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera) avaliados nos 

diferentes tempos de cultivo. 

Genótipo Tempo (dias) 
  Nota de oxidação (%) 

  1 3 5 

A251424 

90  21,8±3,86 a 7,7±2,74 b 70,5±4,58 c 

180 
 

1,2±0,71 c 0,0±0,0 c 98,8±0,71 a 

270 
 

0,0±0,0 c 0,0±0,0 c 100,0±0,0 a 

360   0,0±0,0 c 0,0±0,0 c 100,0±0,0 a 

A251427 

90  11,2±2,50 c 6,6±1,82 b 82,2±3,14 b 

180 
 

1,1±0,54 c 3,3±1,24 c 95,6±1,51 a 

270 
 

1,3±0,96 c 0,4±0,31 c 98,3±1,01 a 

360   0,0±0,0 c 0,0±0,0 c 100,0±0,0 a 

A251512 

90  14,3±2,61 b 7,1±1,77 b 78,6±3,02 c 

180 
 

0,0±0,0 c 0,0±0,0 c 100,0±0,0 a 

270 
 

0,0±0,0 c 0,0±0,0 c 100,0±0,0 a 

360   0,0±0,0 c 0,0±0,0 c 100,0±0,0 a 

A251513 

90  28,0±0,0 a 17,0±0,0 a 55,0±0,0 d 

180 
 

27,9±4,13 a 16,5±2,68 a 55,6±4,32 d 

270 
 

6,0±1,94 c 6,5±2,15 b 87,5±2,89 b 

360   2,6±1,19 c 6,8±2,25 b 90,6±2,54 b 

Médias seguidas por letras distintas dentro de cada item, minúsculas na vertical (entre os genótipos dentro 

de cada tempo de cultivo e tipo de oxidação) ± erro padrão, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo 

teste Scott-Knott (p<0,05). *Notas: 1 (oxidação inicial do explante); 3 (oxidação parcial do explante); 5 

(oxidação total do explante). 

 

3.2 – Multiplicação de calos 

 

Dos genótipos avaliados, o A251424 foi o que apresentou a maior taxa de 

formação de calos na etapa de indução, os quais foram utilizados para a etapa de 

multiplicação. É possível observar que durante 90 dias em meio de multiplicação (MM), 

calos com peso inicial de até 10 mg (primeiro intervalo de classe) apresentaram maior 

incremento de biomassa fresca e diferiram estatisticamente quando comparados às 

demais classes, que mostram menores incrementos (Fig. 5). 
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Figura 5. Incremento de biomassa fresca em função do peso inicial de calos 

representado por intervalos de classe para os calos do genótipo A251424 em dendezeiro 

(E. guineensis Jacq. var. pisifera), após 90 dias de cultivo em meio de multiplicação. 

Médias seguidas por letras distintas ± erro padrão, diferem entre si a 5% de 

probabilidade pelo teste Scott-Knott (p<0,05).  

 

De Touchet et al. (1991) trabalhando com culturas embriogênicas em suspensão 

de E. guineensis por até 18 meses, observaram aumento no incremento de biomassa 

fresca de até 4 vezes para calos com peso inicial entre 0,05 e 0,1 g (50 e 100 mg), e com 

o meio de cultura sendo renovado a cada 4-6 semanas. Esses dados são semelhantes aos 

observados no presente trabalho entre 1,1 e 10,7 mg em 3 meses de cultivo. Por outro 

lado, estes mesmos autores verificaram que se utilizando calos com peso inicial a partir 

de 0,3 g (300 mg) há uma diminuição no incremento de biomassa fresca.  

Sumaryono et al. (2007) utilizando sistema de imersão temporário para 

crescimento de calos e diferenciação de embriões somáticos em dendezeiro, observaram 

incrementos de até duas vezes para calos com peso inicial de 0,5 g (500 mg) num 

período de 4 semanas. Este aumento foi contínuo por até 6 semanas, mas diminuiu a 

partir da oitava semana de cultivo. Segundo os autores, esta taxa de incremento depende 

do peso inicial do calo a ser utilizado.  

Estudos de Teixeira et al. (1995), Tarmizi et al. (2008) e Marbun et al. (2015) 

também apresentaram as mesmas respostas com relação ao incremento de biomassa 

para calos em suspensão com mais de 300 mg de peso fresco inicial e utilizados para a 
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multiplicação em diferentes sistemas. Os resultados do presente estudo estão em acordo 

com aqueles obtidos pelos autores em questão, mostrando que, de maneira geral, quanto 

maior o peso dos calos, menor será o seu incremento em biomassa fresca. 

 

3.3 – Diferenciação e regeneração de embriões somáticos  

 

Após 90 dias em meio de MM, calos nodulares amarelados (Fig. 6A) foram 

transferidos para o meio de diferenciação (MD). Aos 90 dias em meio MD, quando já 

embriogênicos, estes calos se diferenciaram em embriões somáticos (Fig. 6B-C). O 

material permaneceu em meio MD por aproximadamente 130 dias (Fig. 6D-H) quando 

agregados de embriões somáticos puderam ser observados. Uma vez diferenciados, os 

embriões somáticos foram transferidos para o meio de regeneração (MR) e continuaram 

seu desenvolvimento, inclusive com o surgimento de novos embriões somáticos com o 

passar do tempo (Fig. 6 I-L). 

Balzon et al. (2013) observaram a formação de calos nodulares a partir de 

embriões zigóticos. Estes calos, depois de multiplicados, também permaneceram 

durante 12 semanas (90 dias) em meio de diferenciação de embriões, gerando, assim, os 

primeiros embriões somáticos. Konan et al. (2010) em estudo sobre conservação de 

embriões somáticos obtidos de folhas do palmito em dendezeiro também observaram o 

surgimento destes após permanência dos calos nodulares durante 90 dias em MD. Em 

outros estudos, também foi constatada a formação de embriões a partir de calos 

nodulares (Kanchanapoom e Domyoas 1999; Silva et al. 2012; Silva et al. 2014a; 

Constantin et al. 2015). 
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Figura 6. Diferenciação e regeneração de embriões somáticos de dendezeiro (E. 

guineensis Jacq. var. pisifera)  ao longo do tempo de cultivo em meios de diferenciação 

e regeneração. A: calos nodulares amarelados em meio de multiplicação, após 90 dias; 

B - C: calos embriogênicos e embrião somático torpedo (seta branca) em início de 

desenvolvimento, respectivamente, a partir de calos nodulares amarelados submetidos 

ao meio de diferenciação por 90 dias; D - H: desenvolvimento do embrião somático 

(seta branca) aos 30, 71, 90, 113 e 130 dias, e surgimento de novos embriões (*) em 

meio de diferenciação; I - L: desenvolvimento de embriões somáticos aos 150, 163, 177 

e 192 dias em meio de regeneração e início do esverdeamento dos primeiros embriões 

somáticos (estrela branca), indicando início da regeneração. 
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3.4 – Análises morfo-anatômicas e histoquímicas  

 

3.4.1 – Indução de calos 

 

Após 180 dias em meio de indução, foi observada a ocorrência de quatro tipos 

de calos, os quais foram classificados como: alongados, nodulares branco, nodulares 

amarelados e esponjosos (Fig. 7A-D). A análise histológica demonstrou em todos os 

calos, células meristemáticas intensamente coradas na região meristemática, local de 

ocorrência de alta divisão celular. Nestes mesmos calos foram observadas células 

vacuoladas na periferia da região meristemática, levemente coradas, com características 

parenquimáticas e de aspecto desuniforme (Fig. 7E-H). Nota-se nesta mesma região e 

em cada tipo de calo (Fig. 7I-L) a presença de núcleos e nucléolos bem evidentes 

(setas). 

Kanchanapoom e Domyoas (1999) observaram a ocorrência de células 

pequenas, citoplasma denso e núcleos bem corados em estudo histológico utilizando 

calos formados a partir de embriões zigóticos de dendê. Os autores também verificaram 

centros de atividade meristemática, onde as células eram menores do que em outras 

partes do calo e coravam mais intensamente, além de conterem núcleos proeminentes. 

Mesmo em se tratando de estruturas diferentes – calos a partir de embriões zigóticos 

para os autores da literatura e calos formados de explantes foliares do palmito no 

presente estudo – dadas as suas similaridades, as células observadas em ambos os casos 

são características do processo de ES. 

O teste histoquímico não mostrou a presença de proteínas de reserva, embora as 

zonas com características meristemáticas fossem coradas evidenciando os núcleos 

celulares indicados pelas setas (Fig. 7M-P). Rocha et al. (2012), em estudo com 

embriões zigóticos de Passiflora cincinnata Masters, relataram que as reservas proteicas 

foram totalmente consumidas quando as células epidérmicas adquiriram características 

meristemáticas.  

Grãos de amido não foram detectados no calo alongado (Fig. 7Q), mas foram 

evidentes nos calos nodulares brancos, amarelados e esponjosos (setas brancas) (Fig. 

7R-T). A reserva de amido apareceu tanto nos plastídios das células evidentes no calo 

nodular branco, quanto nas células vacuoladas, evidentes no calo nodular amarelado e 

esponjoso (Fig. 7R-T), estando mais adensada no segundo (Fig. 7S). Pádua et al. (2013) 
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também observaram o acúmulo de amido em calos nodulares beges, que neste estudo 

foi caracterizado como nodular amarelado.  

Outros trabalhos também constataram a presença de grãos de amido como 

marcadores bioquímicos da aquisição de competência embriogênica por células 

individuais, das quais se originaram os embriões somáticos (Thomas et al. 1972; 

Kanchanapoom e Domyoas 1999; Verdeil et al. 2001). Considerando que os primeiros 

embriões somáticos surgiram a partir do calo nodular amarelado, possivelmente seja 

necessário que o amido esteja presente em grandes quantidades no tecido durante a 

transição calo embriogênico para o embrião somático. Outros autores relataram que a 

reserva de amido durante a ES em palmeiras está frequentemente relacionada à 

diferenciação das células embriogênicas (Schwendiman et al. 1988). 
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Figura 7. Caracterização morfo-anatômica e histoquímica dos diferentes tipos de calos observados durante a 

indução da embriogênese somática em dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera) aos 180 dias de cultivo. 

A: calo alongado; B: nodular branco; C: nodular amarelado; D: calo esponjoso; E - H: corte transversal dos 

quatro tipos de calos corados com azul de toluidina mostrando regiões meristemáticas e células vacuoladas; 

I - L: visualização de células com características meristemáticas (setas pretas indicam núcleos evidentes); M 

- P: células da zona meristemática coradas com XP (setas pretas indicando núcleos); Q: células com núcleo 

evidente (seta preta) coradas com lugol e ausência de amido, e; R - T: visualização de grãos de amido (setas 

brancas) nas células meristemáticas e parenquimáticas. Ca: calo alongado; nb: calo nodular branco; na: 

calo nodular amarelado; ce: calo esponjoso; ex: explante; cv: células vacuoladas; zm: zona meristemática. 
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3.4.2 – Multiplicação de calos 

 

Com 90 dias em meio de multiplicação, calos nodulares de coloração amarelada 

(Fig. 8A) foram submetidos às análises histológicas e histoquímicas. Na análise 

histológica duas regiões foram evidentes nos calos: a zona meristemática, contendo 

células meristemáticas intensamente coradas, e a região periférica apresentando células 

parenquimáticas levemente coradas (Fig. 8B). As células da zona meristemática, além 

da presença de vacúolos, possuem núcleos e nucléolos bem evidentes e uma parede 

celular delgada, diferentemente das células parenquimáticas, que apresentam aspecto 

desuniforme, vacúolos preenchendo todo seu espaço interno e parede celular espessa 

(Fig. 8C). 

Resultados semelhantes foram observados quando a embriogênese somática foi 

obtida a partir de inflorescências imaturas de coco (Verdeil et al. 1994; 2001). Em seu 

estudo, os autores observaram que a zona meristemática se caracterizava pela presença 

de células com núcleo central aumentado, nucléolo proeminente e pequenos vacúolos. 

Já a região periférica era composta por células individualizadas com citoplasma denso, 

grandes vacúolos e também a ocorrência de células degenerativas, o que caracteriza o 

desenvolvimento do calo. A presença de citoplasma denso e nucléolos bem evidentes 

indicam a aquisição de competência embriogênica (Moura et al. 2008; Silva et al. 

2014b). 

Na análise histoquímica não foram detectadas proteínas de reserva nesta etapa 

do processo de ES no calo nodular, sendo possível apenas a observação de núcleos, 

nucléolos e vacúolos citoplasmáticos nas células (Fig. 8D). Por outro lado, na análise 

com lugol verificou-se grãos de amido distribuídos nos plastídios das células 

meristemáticas (setas pretas) (Fig. 8E).  

Amido também foi observado em calos de coco e explantes foliares de 

dendezeiro submetidos ao processo de ES (Verdeil et al. 2001; Pádua et al. 2013). É 

possível que os grãos de amido estejam substituindo a reserva de proteínas nos estágios 

iniciais da embriogênese (Rocha et al. 2012). Alguns autores relatam que a formação de 

amido durante a embriogênese in vitro é devido, em parte, à presença de sacarose no 

meio de cultura, pois os altos níveis deste açúcar no citosol estimula a síntese de amido 

(Pinto et al. 2010). 
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Figura 8. Caracterização morfo-anatômica e histoquímica de calos nodulares 

amarelados de dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera), coletados após 90 dias em 

meio de multiplicação. A: calo nodular amarelado; B: Visão geral do calo nodular 

amarelado corado com Azul de Toluidina; C: células parenquimáticas e meristemáticas 

coradas com Azul de Toluidina; D: células parenquimáticas e meristemáticas coradas 

com Xilidine Ponceau; E: células meristemáticas apresentando grãos de amido 

intensamente corados com Lugol (seta preta); cn: calo nodular amarelado; zm: zona 

meristemática; cp: células parenquimáticas; cm: células meristemáticas. 

 

3.4.3 – Diferenciação de calos 

 

Calos embriogênicos friáveis, com superfícies irregulares (Fig. 9A) foram 

coletados para análise durante a etapa de diferenciação de calos. De maneira geral, a 

análise histológica evidenciou a presença de células embriogênicas em toda superfície 

do calo e pró-embriões distribuídos na periferia (Fig. 9B). Intensa formação de pró-

embriões também foi observada na periferia de calos embriogênicos, que foram obtidos 

na ES a partir de embriões zigóticos de dendezeiro (Thuzar et al. 2011; Silva et al. 2012; 

Silva et al. 2014b). 

As células embriogênicas são caracterizadas pela presença de parede celular 

delgada que as separam (Fig. 9C – seta), núcleo celular acompanhado de nucléolo, e é 
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possível notar, em alguns casos, a presença de dois núcleos em uma mesma célula (Fig. 

9C – asterisco), o que caracteriza o processo de divisão celular. Os pró-embriões (Fig. 

9D-E) são compostos por duas ou mais células embriogênicas agrupadas (Fig. 9E – 

asterisco), e também apresentam núcleo e nucléolo bem evidentes, delimitados uns dos 

outros pela parede celular espessa (Fig. 9E – seta). Os resultados corroboram aqueles 

encontrados na literatura, em que a parede celular que rodeia cada pró-embrião é mais 

espessa do que as paredes das células internas (Verdeil et al. 1994; 2001).  

Na análise histoquímica, os grãos de amido representados pela seta preta na Fig. 

9F, são bem evidentes nos plastídios de células embriogênicas que ocupam a região 

central do calo embriogênico. Já os pró-embriões apresentam grãos de amido menos 

evidentes, quase ausentes (Fig. 9G – setas) no citoplasma de suas células, possivelmente 

devido à sua degradação e uso.  

O acúmulo de grãos de amido também foi observado no meristema fundamental 

de calos obtidos a partir de embrião zigótico em macaúba, principalmente naquelas 

células que apresentavam citoplasma menos denso, mas não foram encontrados nos pró-

embriões (Moura et al. 2008). A presença de grãos de amido ao redor do núcleo de 

células embriogênicas já foi relatada por outros autores (Scherwinski-Pereira et al. 

2012), sendo esta uma característica que as células apresentam quando adquirem 

competência para formarem pró-embriões (Lu e Vasil 1985; Schwendiman et al. 1988; 

Verdeil et al. 2001; Sané et al. 2006; Balzon et al. 2013). Dessa forma, o amido pode ser 

considerado um indicador do desenvolvimento dos tecidos em direção à ES (Thomas et 

al. 1972; Lu e Vasil 1985). 

Proteínas de reserva não foram evidenciadas nas células embriogênicas (Fig. 

9H), mas foram evidentes no citoplasma das células dos pró-embriões, sendo 

representadas pelas setas pretas (Fig. 9I). É possível que o armazenamento de proteínas 

inicie durante a formação dos pró-embriões e, posteriormente, elas sejam utilizadas 

como compostos de reserva para o desenvolvimento do embrião. Verdeil et al. (1994) 

relatam a presença de reservas proteicas nas células embriogênicas, mas que 

desaparecem destas com o desenvolvimento de pró-embriões. Outros autores relatam 

que as proteínas estão envolvidas nos processos de expansão celular e são comumente 

consumidas durante a indução da embriogênese e disponibilizadas para a 

rediferenciação de células somáticas (Cangahuala-Inocente et al. 2009). Assim, é 
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importante ressaltar que compostos de reserva são necessários para a reorganização e 

diferenciação celular (Zienkiewicz et al. 2011).  

 
Figura 9. Caracterização morfo-anatômica e histoquímica de calos embriogênicos de 

dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera), coletados após 90 dias em meio de 

diferenciação. A: calo embriogênico; B: Visão geral do calo embriogênico corado com 

Azul de Toluidina mostrando a localização das células embriogênicas e pró-embriões; 

C: células embriogênicas com parede celular delgada (seta preta) e núcleo em divisão 

(asterisco); D: visão geral de pró-embriões corados com Azul de Toluidina; E: pró-

embriões com parede celular espessa (setas pretas) e compostos por duas ou mais 

células embriogênicas (asterisco). F: visualização dos grãos de amido (seta preta) 

distribuídos nas células embriogênicas coradas com Lugol; G- pró-embriões com grãos 

de amido menos evidentes (setas pretas); H: ausência de proteínas nas células 

embriogênicas coradas com Xilidine Ponceau; I: pró-embriões contendo proteínas 

representadas pelas setas pretas; ce: calo embriogênico; pe: pró-embriões. 
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3.4.4 – Regeneração de embriões somáticos 

 

Embriões somáticos com 90 dias de idade foram coletados durante a etapa de 

regeneração para análise histológica e histoquímica. Morfologicamente, o embrião 

somático se apresentava em estádio torpedo, medindo aproximadamente 5 mm, com 

duas regiões: distal e proximal (Fig. 10A).  

A região distal é caracterizada pela presença das células do procâmbio (tecido 

vascular), meristema fundamental e protoderme, enquanto que a região proximal 

apresenta o eixo embrionário (Fig. 10B), responsável pelo crescimento da planta. Estes 

resultados corroboram aqueles encontrados na literatura em que o embrião zigótico de 

dendezeiro apresenta as mesmas estruturas (Thuzar et al. 2011; Silva et al. 2012; Silva 

et al. 2014b), e assim confirmam que o material obtido se trata de um embrião somático. 

As células do procâmbio se apresentam alongadas e em intenso processo de 

divisão celular, pois o núcleo se encontra em cariocinese e possui mais de um nucléolo 

(Fig. 10C, E). Na protoderme, camada externa que envolve o embrião e origina a 

epiderme vegetal, as células são isodiamétricas, dispostas em fileira, apresentam núcleo 

e nucléolos evidentes, mas não dispõem de grãos de amido (Fig. 10D, F). As células 

parenquimáticas do meristema fundamental, por outro lado, não possuem forma 

definida, e assim como no procâmbio e protoderme, também não possuem grãos de 

amido (Fig. 10E-F).  

O amido geralmente não ocorre em embriões somáticos, mas no embrião 

zigótico de dendezeiro ele é encontrado no tecido parenquimático (Silva et al. 2014b) e 

seus níveis podem mudar dependendo da fase de desenvolvimento do embrião, pois a 

divisão e diferenciação celular consomem grandes quantidades de carbono e ATP 

(Silveira et al. 2004b). Alguns autores relatam que o amido é considerado uma fonte 

primária de energia para a proliferação e crescimento celular, fornecendo dessa forma 

energia para o desenvolvimento dos embriões (Stamp 1987; Pinto et al. 2010). Assim, 

os níveis de amido também se alteram durante as etapas da ES (indução, multiplicação, 

diferenciação e regeneração), pois as células estão em intensa divisão (Gomes et al. 

2014).  

Ainda sobre as reservas, tanto as células do procâmbio como do meristema 

fundamental são dotadas de proteínas de reserva, indicadas pelas setas (Fig. 10G, H). 

Nas células parenquimáticas do meristema fundamental, as proteínas de reserva se 
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apresentam mais íntegras, enquanto que nas células do procâmbio mais degradadas, o 

que sugere a sua quebra para uso e transporte nos tecidos vasculares. A presença de 

nitrogênio orgânico aumenta as proteínas de reserva em dendezeiro (Morcillo et al. 

1999), o que resulta em embriões somáticos de alta qualidade (Steinmacher et al. 2007). 

Dessa forma, é possível que o acúmulo de proteínas no embrião somático do presente 

estudo esteja também relacionado com a fonte de nitrogênio (nitrato de amônio – 

NH4NO3), a qual faz parte do meio basal de MS utilizado na etapa de regeneração de 

embriões somáticos. 



 

39 

 

 

 
 

Figura 10. Caracterização morfo-anatômica e histoquímica do embrião somático de 

dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. pisifera), coletado com 180 dias de idade. A: 

Aspecto geral do embrião somático apresentando região distal e região proximal; B: 

Visão geral do embrião somático corado com Azul de Toluidina e apresentando as 

regiões distal e proximal, onde se encontram o eixo embrionário, o meristema 

fundamental e as células do procâmbio; C: detalhe das células do procâmbio, que são 
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mais alongadas em relação àquelas do meristema fundamental e apresentam núcleo em 

divisão (asterisco); D: células da protoderme justapostas apresentando núcleo e nucléolo 

evidentes; E- ausência de amido nas células do procâmbio (asterisco) e do meristema 

fundamental (seta preta), ambas coradas com Lugol; F: ausência de amido (seta preta) 

nas células próximas à protoderme; G: células do meristema fundamental e procâmbio 

apresentando reservas proteicas (setas pretas), ambas coradas com Xilidine Ponceau; e 

H: ausência de reservas proteicas nas células da protoderme em relação àquelas do 

meristema fundamental (seta preta); rd: região distal; rp: região proximal; ee: eixo 

embrionário; mf: meristema fundamental; pc: procâmbio; pd: protoderme. 
 



 

41 

 

 

4 – Conclusões 

 

Pelo presente estudo foi identificado que dos quatro genótipos testados 

(A251424, A251427, A251512 e A251513), o A251424 é o mais responsivo à 

embriogênese somática, pois formou mais calos ao longo do tempo. Assim, a resposta 

ao processo da ES é genótipo-dependente. 

Com relação à etapa de multiplicação de calos, este é o primeiro relato deste tipo 

de análise que se utiliza de uma nova abordagem para a avaliação dos dados, que são os 

intervalos de classes baseados no peso incial (peso fresco) dos calos. Assim, calos com 

maior peso apresentaram, de maneira geral, menor incremento de biomassa fresca, 

sendo mais indicados para a diferenciação de embriões somáticos. 

Na análise morfo-anatômica e histoquímica dos tipos de calos, o calo nodular 

amarelado analisado durante a indução foi o que apresentou o maior adensamento de 

amido e seguiu a rota para a diferenciação de calos e embriões somáticos. Nas etapas de 

multiplicação e diferenciação o amido também esteve presente. Estes resultados 

indicam que os calos nodulares amarelados e o amido são potenciais marcadores 

morfológico e bioquímico, respectivamente, do processo de ES. 

Sobre as reservas proteicas, estas foram identificadas somente nos pró-embriões 

da etapa de diferenciação e, posteriormente, no embrião somático na etapa de 

regeneração. Isto sugere o seu armazenamento prévio para posterior uso no 

desenvolvimento do embrião somático.  

Por fim, a estrutura embriogênica obtida na etapa de regeneração, tratou-se de 

um embrião por apresentar as mesmas estruturas anatômicas que o embrião zigótico e, 

principalmente, as reservas proteicas que são características de um embrião em 

desenvolvimento. Como foi obtido de tecido somático (explantes foliares), pode-se 

afirmar que se trata do primeiro embrião somático (clone) da variedade pisifera em 

dendezeiro obtido no Brasil. 
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 ______________________________________________________________________  

 Capítulo II 

 

Análise proteômica durante a aquisição de competência embriogênica em 

explantes foliares de dendezeiros (Elaeis guineensis Jaq. var. tenera) com respostas 

contrastantes ao processo 

 

Resumo 

 

A palma de óleo africana ou dendê (Elaeis guineensis Jacq.), originária da Costa Oeste 

da África, é uma das espécies de plantas com maior produção de óleo vegetal no 

mundo. Embora seja conhecido que durante a aquisição de competência embriogênica 

por células somáticas ocorra reprogramação celular com a ativação de vários genes, 

ainda são poucos os estudos realizados sobre metabolismo celular e expressão de 

proteínas e genes durante a embriogênese somática (ES) em dendezeiro. A compreensão 

desses eventos poderá auxiliar na otimização dos protocolos de propagação clonal. O 

objetivo deste trabalho foi identificar proteínas diferencialmente expressas durante a 

indução da embriogênese somática em genótipos elites de E. guineensis com respostas 

contrastantes ao processo. Explantes foliares aclorofilados foram obtidos de dois 

genótipos (responsivo e não responsivo) e submetidos à indução da ES utilizando-se o 

meio de Murashige e Skoog (MS) modificado. O material permaneceu nessa condição 

por 180 dias e durante este período foi realizada sua coleta em triplicatas biológicas aos 

0 (controle), 14, 90 e 150 dias de indução para a extração de proteínas. As proteínas 

foram extraídas com fenol, quantificadas por Bradford e em seguida analisadas por 

eletroforese bidimensional (2-DE). As análises foram focadas em 14 e 150 dias de 

indução, por serem o tempo inicial e tardio de aquisição de competência embriogênica. 

Proteínas diferencialmente abundantes foram identificadas por espectrometria de massa 

e anotadas utilizando-se as plataformas AgBase e Revigo. Os resultados revelaram 52 

proteínas diferencialmente expressas em 14 dias, incluindo 17 proteínas aumentadas e 

14 diminuídas no genótipo responsivo em relação ao não-responsivo. Já aos 150 dias de 

indução, 74 proteínas diferenciais foram detectadas, incluindo 19 aumentadas e 13 

diminuídas também no genótipo responsivo em relação ao não-responsivo. Um total de 

40 proteínas exclusivas foi observado no genótipo responsivo aos 150 dias de indução, 
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enquanto que o genótipo não-responsivo apresentou somente duas. A anotação 

funcional evidenciou menos processos biológicos nas categorias de resposta ao estresse 

e metabolismo energético aos 14 dias para o genótipo responsivo, e mais processos aos 

150 dias, quando comparado ao genótipo não-responsivo. Adicionalmente, esta análise 

permitiu a identificação de dez proteínas importantes relacionadas com a aquisição de 

competência embriogênica, entre elas a isoenzima catalase 2 (spot 254), mono-dehidro-

ascorbato-redutase isoforma cloroplástica X2 (spot 150), subunidade beta da 

pirofosfatofrutose-6-fosfato-1-fosfotransferase (spot 338).  

 

Palavras-chave: Embriogênese somática, 2-DE, proteínas, espectrometria de massa.
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Abstract 

 

African oil palm (Elaeis guineensis Jacq.), originally from the West Coast of Africa, is 

one of the plant species with the highest production of vegetable oil in the world. 

Although it is known that cellular reprogramming occurs with the activation of several 

genes during the acquisition of embryogenic competence from somatic cells, there are 

still few studies on cell metabolism and expression of proteins and genes during somatic 

embryogenesis (SE) in oil palm. Thus, understanding the molecular events that initiate 

this process may help in the optimization of the clonal propagation protocols in oil 

palm. The goal of this work was to identify differentially expressed proteins during the 

induction of somatic embryogenesis in elite genotypes of E. guineensis with contrasting 

responses to the SE process. Leaf explants without chlorophyll were obtained from two 

genotypes (responsive and non-responsive) and submitted to SE induction using 

modified Murashige and Skoog (MS) medium. The material remained in this condition 

for 180 days and during this period it was collected in biological triplicates at 0 

(control), 14, 90 and 150 days of induction for the extraction of proteins. Proteins were 

extracted with phenol, quantified by Bradford and then analyzed by two-dimensional 

electrophoresis (2-DE). Analyses were focused at 14 and 150 days of induction, 

representing the initial and late stages of embryogenic competence acquisition, 

respectively. Differential proteins were identified by mass spectrometry and functional 

annotation of the proteins was performed using the AgBase and Revigo platforms. The 

results revealed 52 differentially expressed proteins at 14 days, including 17 increased 

and 14 decreased proteins in the responsive genotype when compared to the non-

responsive. At 150 days of induction, 74 proteins were detected, including 19 increased 

and 13 decreased also in the responsive genotype when compared to the non-responsive. 

A total of 40 unique proteins were observed in the responsive genotype at 150 days of 

induction, while the non-responsive genotype showed only two. Functional annotation 

showed less biologic process in categories of stress response and energetic metabolism 

at 14 days for the responsive genotype, and more processes at 150 days, when compared 

to the non-responsive genotype. Additionally, this analysis allowed the identification of 

ten important proteins related to the acquisition of embryogenic competence, among 

which are Catalase isozyme 2 (spot 254), Monodehydro ascorbate reductase 
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chloroplastic isoform X2 (spot 150), Pyrophosphatefructose-6-phosphate-1-

phosphotransferase subunit beta like (spot 338). 

 

Key words: Somatic embryogenesis, 2-DE, proteins, mass spectrometry. 
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1 – Introdução 

 

A palma de óleo africana ou dendê (Elaeis guineensis Jacq.), originária da Costa Oeste 

da África, é uma das espécies de plantas com maior produção de óleo vegetal do mundo e tem 

a vantagem de ser explorada comercialmente por pelo menos 25 anos, quando cultivada sob 

condições adequadas (Jaligot et al. 2011). Desde a introdução da cultura de tecidos em 

dendezeiro, em meados da década de 60, a propagação clonal tem se mostrado útil, não 

somente para a produção de plantas uniformes, mas também por acelerar programas de 

melhoramento genético, fixar ganhos genéticos em ciclos de seleção e obter plantas elites com 

características de interesse, como as de maior produtividade (Jones 1974; Zamzuri et al. 2007; 

Lin et al. 2009; Beulé et al. 2011).  

Uma das alternativas para clonagem do dendezeiro é a micropropagação, via 

embriogênese somática (ES) (Duval et al. 1988; Scherwinski-Pereira et al. 2010; Silva et al. 

2014a). Esta técnica tem como vantagens, a possibilidade de multiplicar em larga escala 

genótipos superiores, obter maior número de embriões somáticos em espaços físicos 

reduzidos (laboratório), sincronizar a produção das mudas, permitir o armazenamento de 

propágulos por longo período de tempo por criopreservação, além da produção de sementes 

sintéticas (Konan et al. 2006; Konan et al. 2010; Soh et al. 2011).  

Embora a ES seja usada para micropropagação em E. guineenses, ainda há poucos 

estudos sobre metabolismo celular e expressão de proteínas durante este processo (Silva et al. 

2014a). Dessa forma, entender os eventos moleculares que iniciam a ES pode auxiliar no 

melhoramento dos protocolos de propagação clonal, especialmente para plantas recalcitrantes 

ao cultivo in vitro (Mahdavi-Darvari et al. 2015).  

A análise proteômica é uma das abordagens que vêm sendo utilizada para investigar 

mudanças moleculares em muitas espécies vegetais (Choi e Sung 1984; Kuroda 1995; Imin et 

al. 2005; Noah et al. 2013). Assim, a técnica de eletroforese bidimensional (2-DE) é a 

metodologia clássica ainda utilizada em estudos de proteômica apresentando como vantagens 

a avaliação rápida da qualidade da preparação da amostra, identificação e sequenciamento de 

proteínas para organismos os quais não se tem informação genômica disponível ou estas são 

escassas, além da visualização e quantificação de proteínas intactas e suas isoformas 

(Rogowska-Wrzesinska et al. 2013). Todavia, trabalhos utilizando esta técnica para estudos 

do processo embriogênico em palmeiras são limitados (Silva et al. 2014a; Sin et al. 2016). 

Além disso, não há relatos na literatura reportando a utilização da análise proteômica para 
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entender a resposta de genótipos de dendezeiro contrastantes quanto à indução da 

embriogênese somática. 

Desta forma, no presente trabalho, dois híbridos tenera de dendezeiro foram 

investigados por proteômica uma vez que apresentaram respostas contrastantes quanto à 

aquisição de competência embriogênica. A técnica 2-DE e a espectrometria de massa foram 

utilizadas buscando a identificação de proteínas possivelmente relacionadas a estas respostas 

contrastantes. Assim, espera-se que os resultados aqui encontrados auxiliem os estudos de 

otimização e entendimento de protocolos de propagação clonal de genótipos elites em E. 

guineenses, dada sua importância mundial como fonte de óleo vegetal. 

 

2 – Material e métodos 

 

2.1 – Material vegetal e condições de cultivo 

 

Explantes foliares aclorofilados de dois híbridos de dendezeiro (E. guineensis Jacq. 

var. tenera) – B351733 (responsivo à embriogênese somática) e B352933 (não responsivo à 

embriogênese somática) – foram coletados a partir do palmito de plantas adultas. 

Os palmitos foram submetidos ao processo de assepsia em laboratório, onde 

primeiramente folhas mais externas foram retiradas em fluxo laminar com auxílio de bisturi. 

Em seguida, o material foi submerso em solução de álcool (70%) por 3 minutos, seguido de 

hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo) (solução comercial) por 20 minutos e três lavagens 

em água destilada autoclavada. 

Após assepsia, os explantes foliares do palmito foram retirados com auxílio de pinça e 

bisturi para inoculação em meio de cultura de indução de calos (MI), formulado com sais e 

vitaminas de MS (Murashige e Skoog 1962) e suplementado com 30 g.L
-1

 de sacarose, 0,5 

g.L
-1 

de glutamina, 0,5 g.L
-1

 de caseína hidrolisada,
 
2,5 g.L

-1
 de carvão ativado, 450 µM de 

Picloram e solidificado com 2,5 g.L
-1

 de Phytagel (Sigma®), conforme Balzon et al. (2013).  

A coleta do material em ambos os genótipos (B351733 e B352933) foi realizada 

aleatoriamente nos tempos 0 ou controle (antes da inoculação em meio MI), 14, 90 e 150 dias 

após a inoculação em meio MI em triplicatas biológicas (R1, R2 e R3) para realização da 

análise 2-DE. A partir dos 14 dias de indução a oxidação se iniciava nos materiais de ambos 

os genótipos, assim as coletas continuaram a ser aleatórias, independente da oxidação dos 
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explantes. Cada réplica foi composta por seis placas selecionadas aleatoriamente, que 

continham seis explantes os quais foram macerados em nitrogênio líquido e armazenados a  

-80ºC até seu uso (Fig. 1). 

 

Figura 1. Esquema representativo dos tempos de coleta, obtenção e acondicionamento do 

macerado das triplicatas biológicas proveniente dos explantes foliares dos híbridos de 

dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera), B351733 e B352933, responsivo e não-

responsivo à indução da embriogênica somática, respectivamente. 

 

2.2 – Análise proteômica 

 

2.2.1 – Extração de proteínas, quantificação e SDS-PAGE 

 

As amostras dos diferentes tempos de coleta para ambos os genótipos (B351733 e 

B352933) foram extraídas separadamente. A extração de proteínas foi realizada utilizando-se 

100 mg de material macerado que foi transferido para microtubos de 1,5 mL. Em seguida, 750 

µL de tampão de extração (0,7 M de sacarose, 0,5 M Tris HCl, 30 mM HCl, 50 mM EDTA, 

0,1 M KCl e 40 mM DTT) foi adicionado às amostras, que permaneceram à temperatura 

ambiente por 15 minutos.  



 

49 

 

 

Posteriormente, as amostras receberam 850 µL de fenol equilibrado com pH 8.0 e 

permaneceram sobre agitação por 15 minutos em vórtex, sendo então centrifugadas a 12000 

rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi recuperado, transferido para novo tubo e a etapa 

repetida mais três vezes. As proteínas foram precipitadas com 5 volumes de acetato de 

amônio 0,1 M em metanol, lavadas com acetona 80% e depois de secos, os precipitados foram 

suspendidos em um tampão de  solubilização (7 M uréia; 1 M tioureia; 4% (m/v) chaps; 2 % 

IPG buffer com pH 3-10 NL ou 4-7; 40 mM DTT).  

A quantificação da concentração final das proteínas foi realizada conforme (Bradford 

1976), seguida da leitura em espectrofotômetro a 595 nm. O aparelho foi previamente 

calibrado a partir da curva de BSA (Soro de Albumina Bovina) (1,0 mg . mL
-1

 ). 

 

2.2.2 – Eletroforese bidimensional (2-DE)  

 

A hidratação das tiras (Immobiline DryStrip, 13 cm, pH 3-10 NL) foi realizada por um 

período de 16 h com aproximadamente 400 μg de proteínas em 280 μl de tampão de 

solubilização (7 M uréia; 2 M tioureia; 2 % chaps; 2 % IPG Buffer pH 3-10; 0,002% azul de 

bromofenol). A separação das proteínas por ponto isoelétrico foi realizada pelo sistema de 

eletroforese IPGphor III (GE Healthcare). 

A eletroforese foi conduzida por cerca de 5 h e 30 min, sendo que a variação de 

voltagem e amperagem foi feita em etapas de acordo com o manual do fabricante. Na 

primeira etapa, a voltagem foi de 500 V, amperagem de 2 mA, potência de 0.5 KVh e o tempo 

de 1 h, enquanto na segunda etapa a voltagem foi de 1000 V, a potência de 0.8 KVh e o tempo 

de corrida foi de 1 h. Na terceira e quarta etapas, a voltagem subiu linearmente até 8000 V e 

se manteve por um período de aproximadamente 3 h e 30 min.  

Após a eletroforese, as tiras foram equilibradas por 15 min sob fraca agitação em 

tampão de equilíbrio (Tris-HCl 1, 5M pH 8,8; uréia 6 M; glicerol 30%; SDS 2%; azul de 

bromofenol 1 %) contendo 1 M de DTT, seguido por 15 min em tampão de equilíbrio 

contendo 2,5 % de iodoacetamida. A segunda dimensão foi realizada em gel de poliacrilamida 

12 % e a eletroforese foi executada em um sistema vertical, com a utilização de tampão 

glicina (Tris-HCl 20 mM, glicina 0.192 mM e SDS 0.1% pH 8.3) e 10 µL do marcador de 

massa molecular “Benchmark Protein Ladder” (Invitrogen). A corrida durou 

aproximadamente 6 horas à temperatura ambiente e pelo menos 3 géis (R1, R2 e R3) de cada 

amostra (0, 14, 90 e 150 dias de indução) em cada genótipo, foram preparados. 
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2.2.3 – Análise de imagem 

 

Por meio do programa de análise de imagem Image Master Platinum
℗
 (GE Healthcare) 

os mapas 2D foram analisados. Em todas as análises foram utilizadas triplicatas técnicas com 

géis corados com solução de Coomassie Coloidal composta por 10 g de sulfato de amônio, 

0,1g de Coomassie G250 Blue, 2 µl de ácido fosfórico e 20 ml de metanol em 100 ml de água 

Milli Q. A coloração dos géis durou 24 h e logo após, enxágues usando água MilliQ eram 

realizados e os spots visualizados em transluminador. 

Para o estudo da relação entre os híbridos (genótipo responsivo × genótipo não-

responsivo), os perfis foram comparados 2 a 2 nos tempos amostrados, totalizando 4 análises, 

ou seja: primeira análise (T0 × T0), segunda análise (T14 × T14), terceira análise (T90 × T90) 

e quarta análise (T150 × T150). Dois testes estatísticos foram utilizados para validação dos 

spots diferenciais: primeiramente foi utilizado o teste r² para avaliar a correlação existente 

entre os géis e posteriormente o teste Anova para verificar a existência de diferenças 

significativas entre as amostras utilizando o valor de p<0,05. 

 

2.2.4 – Digestão das proteínas e análise por espectrometria de massa 

 

A digestão das proteínas foi realizada de acordo com o protocolo descrito por 

Shevchenko et al. (1996). Os spots considerados diferenciais foram excisados dos géis e 

posteriormente lavados por 15 min em 50 % de acetonitrila e 25 mM de bicarbonato de 

amônio (NH4HCO3), seguido de acetonitrila a 100 %, por 10 min. Após o enxágue com 

acetonitrila, os fragmentos de géis foram secos e reidratados com adição de 15 μl de tripsina e 

com 650 ng de tripsina Sequencing Grade (Promega) eles foram diluídos em 20 µl de ácido 

acético 50 mM e 180 μl de NH4CO3 50 mM.   

Os fragmentos de géis foram incubados a 37° C durante 22 h. Um total de 1 μl de cada 

digestão foi misturado a 1 μl de matriz ácido alfa-ciano-4-hidroxicinâmico (10 mg.ml
-1

 em 

acetonitrila 50% e TFA 0,1%) e aplicado na placa de aço Anchor chip (Bruker Daltonics). A 

análise dos peptídeos foi realizada em espectrômetro de massa MALDI TOF-TOF Auto Flex 

II (Bruker Daltonics) operando nos modos refletido positivo (MS) e LIFT (MS/MS).  

As listas dos perfis de massa foram geradas utilizando-se o software FlexAnalysis 3.3 

(Bruker Daltonics), e as buscas realizadas a partir do banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI), através do programa MASCOT 
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(http//:www.matrixscience.com). Os parâmetros utilizados foram: tolerância de massa do 

peptídeo de 150 ppm; 1 perda de clivagem; carboamidometil considerada como modificação 

fixa e oxidação da metionina como modificação variável. 

 

2.3 – Anotação funcional – GO (Ontologia Gênica) 

 

Após identificação das proteínas, seus GIs (Gene Identifiers) foram utilizados para 

obtenção de suas sequências FASTA no banco de dados NCBI. Posteriormente, estas 

sequências foram utilizadas na plataforma AgBase v2.0 (McCarthy et al. 2006) para a 

obtenção dos GOs (Gene Ontology) e anotação funcional das proteínas.  

Na plataforma AgBase foi utilizada a ferramenta GoAnna com o arquivo FASTA 

gerado no NCBI para obtenção dos dados de entrada “sliminput”. Estes dados foram 

utilizados na ferramenta GoSlim viewer e os termos GOs e o número de proteínas anotadas 

para cada termo GO foram obtidos. O software REVIGO (Supek et al. 2011) foi utilizado 

para sumarizar e remover termos GO redundantes. Posteriormente, para fins de comparação 

entre os genótipos, os valores de frequência relativa para cada termo GO foram obtidos por 

meio da divisão entre o número de proteínas em cada termo pelo número total de proteínas em 

cada genótipo, incluindo as exclusivas. Isto foi feito para as amostras T14 e T150 uma vez 

que apresentaram maior variação no perfil proteico quando comparadas às demais amostras, 

T0 e T90. Logo após, os termos GOs foram agrupados em 4 categorias principais de acordo 

com sua anotação e as proteínas alocadas em determinada categoria de acordo com a 

literatura. Assim, foram gerados os gráficos para processo biológico (PB) em ambos os 

genótipos (responsivo e não-responsivo) contendo os termos GOs e as categorias principais 

onde as proteínas estavam inseridas.  

 

3 – Resultados e Discussão 

 

3.1 – Análise proteômica 

 

Um total de 225 spots diferenciais foi obtido na comparação entre o genótipo 

responsivo e não-responsivo. As proteínas mais abundantes estavam presentes na faixa de pI 

4-7 e massa molecular entre 20 e 100 kDa. Foi interessante observar um grupo de spots 

variando em massa de 15 a 25 kDa e pI de 3-10 em T0 (controle) para ambos os genótipos 

http://www.matrixscience.com/
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(responsivo e não-responsivo), cuja abundância foi reduzida ao longo do tempo (Fig. 2a e Fig. 

2b).  

Em T0 os genótipos não apresentaram significativa variação no número de proteínas 

diferenciais. Contudo é notório que ao longo do tempo de cultivo in vitro (14 a 150 dias), o 

número destas proteínas sofreu alterações em ambos os genótipos (Tabela 1). Com 14 e 90 

dias de indução (Fig. 2a e Fig. 2b), o genótipo responsivo apresentou menor diversidade de 

proteínas em relação ao genótipo não-responsivo. Entretanto, aos 150 dias de indução o 

genótipo responsivo apresentou maior diversidade de proteínas (Fig. 2b) e neste período a 

formação de calos se iniciou para este genótipo (Fig. 3), o que não foi observado no genótipo 

não-responsivo. Assim, para a análise de espectrometria de massa, foram escolhidos os 

períodos de 14 e 150 dias de indução por apresentarem maior variação no perfil proteico e 

representarem os tempos inicial e tardio de aquisição de competência embriogênica. 

 

Tabela 1. Spots diferenciais detectados na comparação entre os genótipos B351733 

(responsivo) e B352933 (não-responsivo) de dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera) ao 

longo do tempo (T0-T150) 

Tempos 

(R e NR) 

Proteínas 

Aumentadas 

(R) 

Proteínas 

Diminuídas 

(R) 

Proteínas exclusivas  

Genótipo  

responsivo  

(R) 

Genótipo  

Não-responsivo  

(NR) 

Proteínas 

diferenciais 

(Total) 

T0 11 29 10 8 58 

T14 17 14 10 11 52 

T90 19 8 9 5 41 

T150 19 13 40 2 74 

R- responsivo e NR- não responsivo. 

 

Alguns trabalhos na literatura têm apresentado padrão de resposta semelhante ao do 

presente estudo em relação ao perfil proteômico durante a ES de espécies como Medicago 

truncatula Gaerth. (Imin et al. 2005; Almeida et al. 2012), Picea glauca (Moench) Voss 

(Lippert et al. 2005), Vitis vinifera L. (Marsoni et al. 2008), Theobroma cacao L. (Noah et al. 

2013) e Elaeis guineensis Jacq. (Silva et al. 2014a; Sin et al. 2016). 

Especificamente em dendezeiro, Silva et al. (2014a) identificaram proteínas 

envolvidas na indução da embriogênese somática a partir de embriões zigóticos da espécie. 

Os autores observaram entre 200 e 500 spots totais com pI de 3 a 10 e massa molecular entre 

10 e 160 kDa para o perfil proteômico dos estágios embriogênicos analisados: E1 (embrião 

zigótico), E2 (explante com 14 dias de indução), E3 (calo primário com 60 dias) e E4 (calo 

pró-embriogênico com 150 dias). Sin et al. (2016) também analisaram o perfil proteômico 
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durante a embriogênese somática a partir de explantes foliares de dendezeiros com alta e 

baixa proliferação de calos. Em ambos os trabalhos, o perfil proteômico obtido é similar ao do 

presente estudo, contudo, a literatura ainda carece de trabalhos que avaliem o perfil 

proteômico durante a aquisição de competência embriogênica em dendezeiro, principalmente 

quando genótipos responsivo e não-responsivo são avaliados. 
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Figura 2a. Eletroforese bidimensional (2-DE) para os genótipos B351733 (responsivo à 

aquisição de competência embriogênica) e B352933 (não-responsivo à aquisição de 

competência embriogênica) em dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera) comparando a 

abundância proteica entre os tempos 0 e 14 dias de indução de calos. Números circulados 

indicam spots exclusivos; linhas vermelhas indicam localização da abundância de proteínas 

entre pI 3 a 10; e retângulo exemplifica um grupo de proteínas que apresentaram abundância 

reduzida ao longo do tempo. 
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Figura 2b. Eletroforese bidimensional (2-DE) para os genótipos B351733 (responsivo à 

aquisição de competência embriogênica) e B352933 (não-responsivo à aquisição de 

competência embriogênica) em dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera) comparando a 

abundância proteica entre os tempos 90 e 150 dias de indução de calos. Números circulados 

indicam spots exclusivos; linhas vermelhas indicam localização da abundância de proteínas 

entre pI 3 a 10; e retângulo exemplifica um grupo de proteínas que apresentaram abundância 

reduzida ao longo do tempo. 
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Figura 3. Comportamento de genótipos de dendezeiro (Elaeis guineensis Jacq. var. tenera) 

submetidos ao meio de indução de calos com picloram 450 µM ao longo do tempo. Em 150 

dias de indução a formação de calos inicia para o genótipo responsivo. 
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Das 52 proteínas diferenciais observadas neste trabalho aos 14 dias de indução 

(Tabela 1), 39 (75%) foram identificadas, sendo 13 diminuídas e 16 aumentadas no 

genótipo responsivo em relação ao não-responsivo. Um total de 10 proteínas foram 

identificadas como exclusivas, sendo 2 no genótipo responsivo e 8 no genótipo não-

responsivo (Tabela 2). 

Em 150 dias de cultivo, das 74 proteínas diferenciais observadas (Tabela 1), 56 

(75,6%) foram identificadas, sendo 12 diminuídas e 16 aumentadas no genótipo 

responsivo em relação ao não-responsivo. Dentre as proteínas identificadas, 28 foram 

exclusivas, das quais 26 compõem o perfil proteíco do genótipo responsivo e 2 o perfil 

do genótipo não-responsivo (Tabela 3). 

Estes resultados indicam, possivelmente, que as respostas contrastantes de 

aquisição de competência embriogênica entre os genótipos estejam relacionadas àquelas 

proteínas exclusivas presentes principalmente no genótipo responsivo, uma vez que 

entre 14 e 150 dias de indução, o número destas proteínas aumentou. Interessantemente, 

Silva et al. (2014a) também obtiveram este aumento de proteínas exclusivas entre os 

estágios E2 e E3 (14 e 60 dias de indução de calos, respectivamente) e o relacionam à 

intensa atividade mitótica celular e desdiferenciação das células somáticas. Nexte 

contexto, é importante ressaltar que o ciclo celular depende da síntese de novas 

proteínas envolvidas com mudanças morfológicas e bioquímicas que estão associadas 

com a atividade mitótica (Silveira et al. 2004a).  
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Tabela 2. Proteínas diferencialmente abundantes identificadas por MS e MS/MS nos genótipos de dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera) B351733 e 

B352933 (responsivo e não-responsivo, respectivamente) aos 14 dias de indução 

Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

2 Actin-101-like Elaeis guineensis   gi|743764405 41/35 5,31/7,73 K.SYELPDGQVITIGAER.F 107 MS/MS 0,57 

12 Probable linoleate 9S-

lipoxygenase 5 Elaeis guineensis   gi|743830998 99/100 5,88/6,45 R,GEGETETLQEWDR,V 53 MS/MS 2,9 

35 Pathogenesis-related protein 1-

like Elaeis guineensis   gi|743844417 17/15 6,73/7,65 - 90 MS 0,12 

42 Hypothetical protein 

POPTR_0021s00910g, partial  Populus trichocarpa   gi|566260177 46/15 5,97/4,79 - 79 MS 1,41 

47 
 

Uncharacterized protein 

LOC100795664 
Glycine max gi|571452372 15/17 6,19/6,17 - 91     MS 1,41 

74  

Glutathione S‐transferase 3 
Elaeis guineensis   gi|743844790 23/24 6,10/6,21 K,GLDYELVPVDLR,T 88 MS/MS 2 

95 Acidic endochitinase‐like Phoenix dactylifera gi|672157904 31/27 8,13/7,89 K,YGGIMVWNR,F 72 MS/MS 0,15 

128 Glucan endo-1,3-beta-

glucosidase-like Elaeis guineensis 
     gi|743875093 

 
36/32 

 
8,91/8,57 

 
K,YIAVGNEVIPGAQAQYVLPAMR,N 

K,TYNQNLINHVGQGTPR,R 124 MS/MS 

MS/MS 0,33 

129 glucan endo-1,3-beta-

glucosidase-like Elaeis guineensis    gi|743785384 

 

36/32 

 

9,19/8,16 

 

K,TYNQNLINHVGQGTPR,R 

R,NIYSALSSAGLQNQIK,V 

R,LYDPNQAALQALK,G 

202 

 

MS/MS 

 
3,42 

137 Ricin‐like Elaeis guineensis     gi|743787208   63/33 5,05/4,33 R,SALVLSAESGNSGTTLTVETNIYASR,Q   101 MS/MS 1,6 

160 Tuliposide A‐converting enzyme 

2, chloroplastic‐like Elaeis guineensis     gi|743860456 34/36 5,32/4,84 K,DVVIDQETGASVR,L 57 MS/MS 1,71 

172 Uncharacterized protein 

LOC105049817 Elaeis guineensis         gi|743806915 34/39 4,83/4,23 - 95 MS 0,57 

176 Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 2, cytosolic-like Elaeis guineensis  gi|743893211 36/40 6,68/7,21 - 79           MS 0,75 
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Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

240 
Ribulose1,5 

bisphosphate carboxylase/ 

oxygenase large subunit 

Elaeis guineensis gi|359393062 42/55 6,42/6,67 
K,TFQGPPHGIQSER,D 

- 

67 

67 

MS/MS 

MS 
1,17 

254 Catalase isozyme 2 Elaeis guineensis  gi|985701095 57/57 6,47/7,54 - 85 MS 0,58 

259 polyphenol oxidase, 

chloroplasticlike Elaeis guineensis gi|743886465 66/59 6,42/6,29 - 82 MS 0,53 

260 BAHD acyltransferase DCR Elaeis guineensis gi|743835361 48/59 5,35/6,01 
- 

K,VIDAHDAGAIR,K 
127 

69 
MS 

MS/MS 0,41 

271 Tcomplex protein 1 subunit 

alphalike Elaeis guineensis gi|743778262 59/65 5,81/6,12 R,AYHHTAQTK,A 56 MS/MS 1,57 

273 Protein disulfide-isomerase-like Elaeis guineensis gi|743816536 61/65 4,87/3,99 
- 

YLKPNVEADQIATWVK 
114 

45 
MS 

MS/MS 1,41 

296 Retrovirusrelated Pol polyprotein 

from transposon 17,6, partial Cajanus cajan gi|1012318733 101/81 6,01/6,08 - 80 MS 0,66 

313 (MIX) 
Chaperone protein ClpB 1 

 

Hypothetical protein 

BRADI_3g55070 

Zostera marina 

 

Brachypodium  

distachyon 

gi|901808951 

 

gi|944065717 

101/101 

 

41/101 

5,95/5,19 

 

6,56/5,19 

- 

 

 

- 

87 

 

58 

MS 

 

MS 
1,5 

314  Pre-mRNA-splicing factor 38B-

like isoform X2 

Musa acuminata 

subsp, Malaccensis 
gi|695032027 49/87 9,72/6,60 - 68 MS 1,52 

326 2hydroxyacylCoA lyaselike Elaeis guineensis gi|743794401 62/70 5,82/6,07 - 86 MS 0,59 

353 Isoflavone reductaselike protein Elaeis guineensis gi|743871601 34/32 5,72/6,09 R,FLPSEFGLDVDR,I 63 MS/MS 5,28 

356 Polyphenol oxidase, 

chloroplasticlike Elaeis guineensis gi|743886465 66/59 6,42/6,17 - 81 MS 1,85 

361 
2,3-bisphosphoglycerate-

independent phosphoglycerate 

mutase 

Elaeis guineensis gi|743789069 61/71 5,42/4,96 K,ALEYEDFDKFDR,V 80 MS/MS 0,14 

365 Actin-101-like 

Actin3like Elaeis guineensis gi|985701063 41/44 5,24/5,04 K,SYELPDGQVITIGAER,F 

- 
65 

65 

MS/MS 

MS 1,55 
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Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

376 

ATPdependent Clp protease 

ATPbinding subunit clpA 

homolog 

CD4B, chloroplasticlike isoform 

X1 

Nelumbo nucifera gi|719982757 104/101 5,91/5,37 - 82 MS 1,66 

387 Uncharacterized protein 

LOC106320830 
Brassica oleracea 

var, oleracea gi|922572634 65/77 9,28/6,29 - 82 MS 0,70 

404 Heat shock protein 811like Elaeis guineensis gi|743765988 80/29 5,01/3,86 K,HNDDEQYVWESQAGGSFTVTR,D 48 MS/MS 
Unique to 

T14 

(responsivo) 

409 Uncharacterized protein 

LOC105049817 Elaeis guineensis gi|743806915 34/38 4,83/4,10 K,KGEIPVPYKPDVDVEK,I 64 MS/MS 
Unique to 

T14 

(responsivo) 

413 
2,3bisphosphoglycerate-

independent phosphoglycerate 

mutase 
Elaeis guineensis gi|743789069 61/69 5,42/5,53 K,ALEYEDFDKFDR,V 72 MS/MS 

Unique to 

T14 

(responsivo) 

423 Malate dehydrogenase, 

mitochondrial-like Elaeis guineensis gi|743770628 36/36 7,62/6,37 K,ALEGSDVVIIPAGVPR,K 81 MS/MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 

425 
Pathogenesis-related protein 

PRB1-3-like Elaeis guineensis gi|743856849 17/11 6,48/5,94 - 79 MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 

434 Protein high chlorophyll 

fluorescent 107-like Nicotiana tabacum gi|1025006264 79/85 7,58/4,94 - 85 MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 

442 Probable glutathione S‐
transferase parA Elaeis guineensis gi|743792908 25/25 6,16/6,33 

- 

R,FWADFVDK,K 
107 

57 
MS 

MS/MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 

443 Peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase CYP18-2 Phoenix dactylifera gi|672172054 18/26 8,43/7,86 - 83 MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 

454 Endochitinase A-like Nelumbo nucifera gi|720083283 35/38 6,08/3,66 R,VPGYGVITNIINGGNECGR,G 49    MS/MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 

455 Cation/H(+) antiporter 17-like Camelina sativa gi|727520270 52/39 6,45/6,68 - 82 MS 
Unique to 

T14 (não 

responsivo) 
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Tabela 3. Proteínas diferencialmente abundantes identificadas por MS e MS/MS nos genótipos de dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera) B351733 e 

B352933 (responsivo e não-responsivo, respectivamente) aos 150 dias de indução 

Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

1 2,3bisphosphoglycerateindependent 

phosphoglycerate mutase Elaeis guineensis gi|743789069 61/71 5,42/5,62 K.ALEYEDFDKFDR.V 80   MS/MS 9 

5 pathogenesisrelated protein PRB13-

like 
Elaeis guineensis gi|743856853 18/104 8,48/8,79 

K.CNSGAIFIICNYKPR.G 

K.QWYDYNTNTCAAGK.V 

- 

116 

116 

105 

MS/MS 

MS/MS 

MS 

0,20 

24 23 kDa jasmonateinduced protein-

like Elaeis guineensis gi|743780066 24/23 5,70/6,46 R.WGNDNTVYTEIR.E 95 MS/MS 0,56 

27 23 kDa jasmonateinduced protein-

like Elaeis guineensis gi|743780066 24/23 5,70/5,90 R.WGNDNTVYTEIR.E 89 MS/MS 0,24 

39 glutathione Stransferase 3like Elaeis guineensis gi|743785020 24/25 5,35/5,40 
- 

LYGTPLSTNATR 
92 

47 
MS 

MS/MS 0,82 

40 Predicted protein Micromonas commode gi|255086337 92/26 6,42/6,94 R.GAEEGEEKSR.E 60 MS/MS 0,33 

46 Putative cytosolic ascorbate 

peroxidase protein Elaeis guineensis gi|374256065 27/27 5,51/5,76 

- 

K.YAADEDAFFADYAEAHLK.L 

R.EDKPEPPEEGR.L 

R.IAWHSAGTYDVK.T 

K.ALLTDPVFRPLVEK.Y 

163 

 

222 

 

 

MS 

MS/MS 

MS/MS 

MS/MS 

MS/MS 

1,51 

53 Acidic endochitinaselike Phoenix dactylifera gi|672157904 31/27 8,13/8,02 R.YYDEQNNYSATVK.N 134 MS/MS 0,23 

54 Acidic endochitinaselike Phoenix dactylifera gi|672157904 31/27 8,13/7,69 
R.YYDEQNNYSATVK.N 

K.YGGIMVWNR.Y 
119 MS/MS 0,28 

83 
Protein SUPPRESSOR OF K(+) 

TRANSPORT GROWTH DEFECT 

1like 
Brassica napus gi|923640607 48/34 6,65/4,83 - 79 MS 0,60 

95 Cysteine synthase Elaeis guineensis gi|743774724 34/37 5,51/5,43 K.IHYETTGPEIWK.G 66 MS/MS 4,29 

103 Myrcene synthase Morus notabilis gi|703149261 68/39 7,21/6,79 - 85 MS 7,32 

150 Monodehydroascorbate reductase, 

chloroplastic isoform X2 Elaeis guineensis gi|743854818 54/51 7,62/6,46 - 118 MS 6,33 
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Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

154 
Ribulose‐1,5‐bisphosphate 

carboxylase/ 

oxygenase large subunit 
Elaeis guineensis gi|11558717 53/54 6,00/6,83 

- 

R.GGLDFTKDDENVNSQPFMR.W 

K.TFQGPPHGIQSER.D 

R.DNGLLLHIHR.A 

191 

 

158 

 

MS 

 

MS/MS 

 

2,46 

161 Enolaselike Elaeis guineensis gi|743877540 48/55 5,33/5,35 R.GNPTVEVDCCLSDGSFCR.A 92 MS/MS 1,81 

169 Polyphenol oxidase, chloroplastic-

like Elaeis guineensis gi|743886465 66/60 6,42/6,19 - 104 MS 0,18 

174 RuBisCO large subunitbinding 

protein subunit alpha isoform X2 Elaeis guineensis gi|743776540 61/65 5,11/4,54 
- 

R.GYVSPQFVTNPEK.L 
185 

57 
MS 

MS/MS 2 

179 NADPdependent malic enzyme 

isoform X2 Elaeis guineensis gi|743756149 65/73 6,31/7,49 - 89 MS 2,63 

189 Hsp70Hsp90 organizing protein Elaeis guineensis gi|743827946 65/79 5,99/6,64 - 84 MS 0,47 

196 
5-

methyltetrahydropteroyltriglutamate-

homocysteine methyltransferase 1-

like 
Elaeis guineensis            

gi|743774958               89/88 6,47/7,09 K.YGAGIGPGVYDIHSPR.I 57 MS/MS 8,9 

197 Stromal 70 kDa heat shockrelated 

protein, chloroplastic 
Elaeis guineensis    gi|743814517 75/84 5,40/4,55 K.DIDEVILVGGSTR.I 74 MS/MS 1,3 

201 Heat shock protein 811like Elaeis guineensis    gi|743807690 80/85 5,02/4,69 - 147 MS 0,47 

205 
ATPdependent Clp protease ATP-

binding subunit clpA homolog 

CD4B, chloroplastic 
Elaeis guineensis   gi|743858564 10/10 6,16/5,57 - 117 MS 2,66 

210 Pathogenesisrelated protein PRB13-

like 
Elaeis guineensis   gi|743856849 17/8 6,48/7,49 

- 

K.QWYDYNTNTCAAGK.V 

K.VCGHYTQVVWR.D 

90 

120 

 

MS 

MS/MS 

MS/MS 

0,32 

214 
glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, cytosolic-like 

isoform X1 

Elaeis guineensis    gi|743877054 37/40 7,71/8,24 
- 

K.AGIALNDHFVK.L 
87 

78 
MS 

MS/MS 2,3 
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Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

222 Heat shock 70 kDa protein, 

mitochondrial Elaeis guineensis gi|743828155 72/78 6,24/5,42 - 113 MS 7,11 

227 
Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase, cytosolic-like 

isoform X1 

Elaeis guineensis  gi|743877054 37/40 7,71/8,03 
- 

K.GILGYTEDDLVSTDFIGDSR.S 

141 

171 

MS 

MS/MS 
1,91 

247 Protochlorophyllide reductaselike Elaeis guineensis gi|743776090 43/36 9,19/9,16 - 108 MS 7,25 

259 Polyphenol oxidase, chloroplastic-

like Elaeis guineensis gi|743886465 66/68 6,42/6,53 - 114 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

271 Haloacid dehalogenaselike hydrolase 

domaincontaining protein 3 Cucumis melo gi|659085144 34/15 7,01/9,84 - 80 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

280 MLPlike protein 423 Elaeis guineensis gi|743809321 16/20 4,67/4,32 - 83 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

282 Proteasome subunit beta type2B Elaeis guineensis gi|743760653 22/21 5,96/6,91 R.LVVAPPNFVIK.I 69 MS/MS 

Unique to 

T150 

(responsivo) 

287 Proteasome subunit alpha type‐6 Elaeis guineensis gi|743840653 27/28 6,01/6,76 

- 

R.VLSTEEIDEHLTAISERD. 

R.HITIFSPEGR.L 

84 

76 

76 

MS 

MS/MS 

MS/MS 

Unique to 

T150 

(responsivo) 

289 Mitochondrial outer membrane 

protein porin 1like Elaeis guineensis gi|743755082 29/29 7,83/8,83 K.ASALIQHEWRPK.S 64 MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

294 Oxygenevolving enhancer protein 1, 

chloroplastic Elaeis guineensis gi|743794420 35/32 6,25/4,98 - 105 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

295 Oxygen‐evolving enhancer protein 

1, chloroplastic‐like Phoenix dactylifera gi|672128345 35/32 6,24/4,86 - 87 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 
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Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

296 Hypothetical protein 

POPTR_0011s17090g Populus trichocarpa gi|566195964 26/33 9,02/4,40 - 85 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

301 catalase isozyme 2 Elaeis guineensis gi|985701095 56/35 6,47/8,13 NEEVDYFPSR 50 MS/MS 
 Unique to 

T150 

(responsivo) 

302 putative ferredoxin NADP+ 

reductase protein, partial Elaeis guineensis gi|374255993 23/35 6,11/7,9 K.EPYTATIVSVER.L 52 MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

308 Annexin D1like Elaeis guineensis   gi|743849454 35/36 8,24/8,40 
- 

K.VPATVPSPSEDAEQLR.K 
122 

81 
MS 

MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

310 2alkenal reductase (NADP(+)-

dependent)like Elaeis guineensis gi|743765064 76/37 6,12/7,84 R.SFPDGIDIYFENVGGR.M 93 MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

314 Uncharacterized protein 

LOC105049817 Elaeis guineensis gi|743806915 34/40 4,83/4,42 
- 

K.STYDDIKPGSIIPYR.I 
88 

51 
MS 

MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

317 Peroxidase 12like, partial Elaeis guineensis gi|743890051 23/46 8,75/8,23 - 97 MS 

Unique to 

T150 

(responsivo) 

318 
10 deacetylbaccatin III 10O 

acetyltransferase 

like 

Elaeis guineensis gi|743890187 46/47 5,49/5,57 

- 

K.LAEGLVVPSEPTPTGNLPLSSIDQTPGLR.D 

K.ALVPYYPLAGR.I 

94 

 

88 

 

MS 

MS/MS 

 

MS/MS 

Unique to 

T150 

(responsivo) 

324 Citrate synthase, mitochondrial 

isoform X Elaeis guineensis gi|743767268 52/48 7,29/7,95 - 79 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

325 Fumarylacetoacetase Elaeis guineensis gi|743767417 47/48 5,56/5,89 - 83 MS 

Unique to 

T150 

(responsivo) 

327 Hypothetical protein OsI_11875 Oryza sativa 

Indica Group gi|218192964 16/49 7,4/6,74 - 85 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

329 6phosphogluconate dehydrogenase, 

decarboxylating 1like Elaeis guineensis gi|743826793 53/50 6,38/7,49 - 91 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 
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Nº spot Identificação da proteína Organismo Acesso 

(NCBInr) 
Massa (kDa) 

teórica/ 

experimental 

pI 

teórico/ 

experimental 
Sequência do peptideo Pontuação 

Mascot 
Tipo de 

pesquisa 
Razão 

R/NR 

333 Catalase isozyme 2 

Catalase 2, partial Elaeis guineensis gi|985701095 

gi|528079284 
57/58 

42/58 
6,47/7,69 

6,16/7,69 
- 

R.VFAYADTQR.H 
90 

54 
MS 

MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

334 Catalase isozyme 2 Elaeis guineensis gi|985701095 57/58 6,47/7,46 

- 

K.SHIQEYWR.V 

R.VFAYADTQR.Y 

228 

114 

114 

MS 

MS/MS 

MS/MS 

Unique to 

T150 

(responsivo) 

335 catalase isozyme 2 Elaeis guineensis gi|985701095 57/58 6,47/7,39 - 83 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

336 elongation factor 1, partial Elaeis guineensis gi|353441128 25/58 8,16/9,48 K.YYCTVIDAPGHR.D 73 MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

338 pyrophosphatefructose 6phosphate 

1phosphotransferase subunit betalike Elaeis guineensis gi|743766355 61/64 6,52/7,47 K.GQSHFFGYEGR.C 72 MS/MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

341 phosphoglucomutase, cytoplasmic 2 Elaeis guineensis gi|743800771 63/71 5,48/5,83 - 79 MS 
Unique to 

T150 

(responsivo) 

389 pathogenesisrelated protein PRB13-

like Elaeis guineensis gi|743856849 
17/41 

17/41 
6,48/5,92 

6,48/5,92 
- 

R.AAVGVGPVSWDDTVAAYAQNYANQR.I 
104 

77 
MS 

MS/MS 
Unique to 

T150 (não 

responsivo) 

407 acidic endochitinaselike Elaeis guineensis gi|743796702 31/28 4,24/3,80 R.YYDELNNYSATVK.S 96 MS/MS 
Unique to 

T150 (não 

responsivo) 
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3.2 – Anotação funcional – GO (Ontologia Gênica) 

 

Aos 14 dias de cultivo as proteínas diferenciais identificadas foram 

categorizadas dentro de 19 processos biológicos, tanto para o genótipo responsivo, 

quanto para o genótipo não-responsivo (Fig. 4). Já aos 150 dias de cultivo, as proteínas 

identificadas em ambos os genótipos foram categorizadas dentro de 27 processos 

biológicos (Fig. 5). Interessantemente, a frequência relativa dos processos relacionados 

com a resposta ao estresse e metabolismo foi diminuída aos 14 dias e aumentada aos 

150 dias para o genótipo responsivo, quando comparada ao genótipo não-responsivo 

(Fig. 4 e Fig. 5). 

Resultados semelhantes foram observados durante a análise transcriptômica da 

embriogênese somática em E. guineensis em que os processos biológicos de respostas 

ao estresse e metabolismo energético foram aumentados para a condição de proliferação 

(células em meio líquido de multiplicação por 30 dias) em relação à condição de 

iniciação (células em meio líquido por 16 dias para a formação de embriões somáticos), 

(Lin et al. 2009). O maior número de proteínas envolvidas no metabolismo e resposta ao 

estresse também foi relatado por Sin et al. (2016). 

Low et al. (2008) buscando identificar genes associados com a calogênese e 

embriogênese em dendezeiro a partir de calos não embriogênicos (NEC), calos 

embriogênicos (EC) e embriões (EMB), também observaram maior expressão das 

categorias de processo metabólico e resposta ao estresse, sendo que nesta última o 

número de ESTs (do inglês Expressed Sequence Tags) foi menor em NEC e aumentou 

gradativamente em EC e EMB. Segundo os autores, é possível que a expressão de genes 

de resposta ao estresse seja necessária para lidar com as condições impostas na cultura 

de tecidos, assim, a capacidade para suportar o estresse pode ajudar na proliferação das 

culturas. 

Os resultados do presente estudo indicam que a condição in vitro imposta aos 

genótipos levou ao evento de estresse, que parece ser necessário para o sucesso da 

aquisição de competência embriogênica, desde que o genótipo consiga se adaptar. Nesta 

situação, o genótipo responsivo parece ser o mais adaptável ao cultivo in vitro em 

relação ao genótipo não-responsivo.  

Os processos biológicos obtidos aos 14 e 150 dias foram agrupados em 4 

categorias que incluem proteínas envolvidas com resposta ao estresse, processamento de 
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proteínas, metabolismo energético e desenvolvimento (Fig. 4 e Fig. 5). Este 

agrupamento foi feito de acordo com o GO (Tabela Suplementar 1) e as proteínas foram 

alocadas em determinada categoria baseado na literatura, buscando compreender sua 

participação na aquisição da competência embriogênica. 

 
Figura 4. Processos biológicos e categorias nas quais estão inseridas as proteínas 

durante a aquisição de competência embriogênica em genótipos de dendezeiro (E. 

guineensis Jacq. var. tenera) aos 14 dias de cultivo. Asteriscos (*) indicam processos 

que podem apresentar proteínas exclusivas e/ou proteínas que estão aumentadas nos 

genótipos (ver cor da legenda). 
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Figura 5. Processos biológicos e categorias nas quais estão inseridas as proteínas 

durante a aquisição de competência embriogênica em genótipos de dendezeiro (E. 

guineensis Jacq. var. tenera) aos 150 dias de cultivo. Asteriscos (*) indicam processos 

que podem apresentar proteínas exclusivas e/ou proteínas aumentadas nos genótipos 

(ver cor da legenda). 

 

3.2.1 – Proteínas envolvidas com resposta ao estresse 

 

A resposta de plantas a diferentes estresses é complexa e envolve mudanças nos 

níveis transcriptômico, celular e fisiológico (Atkinson e Urwin 2012). Embora a relação 

entre o estresse e ES não seja bem compreendida, em algumas espécies vegetais o 

estresse pode reprogramar células somáticas para atuarem na embriogênese (Fehér et al. 

2003; Quiroz-Figueroa et al. 2006; Liu et al. 2015).  

Sabe-se que o peróxido de hidrogênio (H2O2) e espécies reativas de oxigênio 

(ROS) agem como moléculas sinalizadoras importantes na resposta ao estresse biótico e 

abiótico, pois servem como mensageiros para a ativação de genes de defesa (Foyer e 

Noctor 2012). Adicionalmente, já foi relatado que alguns reguladores de crescimento 

vegetal, entre eles a auxina, produzem ROS por meio da ativação de NADPH oxidases 

(Joo et al. 2005; Xia et al. 2011). 

Em nosso estudo, algumas das proteínas identificadas estão envolvidas com a 

resposta ao estresse atuando principalmente na resposta ao estresse oxidativo, resposta a 

auxina, injúria, H2O2, morte celular e ROS, são elas: actina-101 (spot 365), isoenzima 
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catalase 2 (spot 254, 301, 333, 334 e 335) e mono-dehidro-ascorbato-redutase isoforma 

cloroplástica X2 (spot 150). Entre estas proteínas, a actina foi aumentada e a catalase 

diminuída aos 14 dias de indução no genótipo responsivo, em relação ao não-responsivo 

(Tabela 2). Interessantemente, a actina está envolvida com a resposta a injúria, enquanto 

que catalase está envolvida com resposta a auxina e estresse oxidativo (Tabela 

Suplementar 1). 

Actina tem sido implicada no processo de morte celular programada da célula 

vegetal (Smertenko e Franklin-Tong 2011) e, devido a isso, é considerada um efetivo 

marcador de sinalização durante este processo (Gourlay e Ayscough 2005). Silva et al. 

(2014a) já haviam relatado a participação dessa proteína aos 14 dias de indução da 

embriogênese somática a partir de embriões zigóticos de dendezeiro. Quanto à catalase 

(spot 254), trata-se de uma proteína antioxidante que age na regulação de ROS, e sua 

atividade reduzida resulta no acúmulo de H2O2 (Araldi et al. 2016; Zhou et al. 2016). 

Assim, é possível que a ocorrência destas proteínas aos 14 dias de indução esteja 

relacionada com a injúria do tecido que antecede o cultivo in vitro, e posteriormente à 

ação da auxina picloram durante a indução. 

Já aos 150 dias de indução, a catalase (spots 301, 333, 334 e 335) foi exclusiva 

do genótipo responsivo e a proteína mono-dehidro-ascorbato-redutase isoforma 

cloroplástica X2 (spot 150) apresentou alta abundância neste genótipo e baixa para o 

genótipo não-responsivo (Tabela 3). Nexte período, o genótipo responsivo apresentou 

menor nível de oxidação e induziu a formação de calos, quando comparado ao não-

responsivo (Fig. 3). Isto pode ter ocorrido devido à alta abundância do spot 150, o qual 

gera ascorbato reduzido prevenindo o acúmulo do radical monodehidroascorbato que, 

por sua vez, pode interferir negativamente no processo embriogênico (De Gara e 

Tommasi 1999). Estes dados são interessantes, pois, assim como catalase, mono-

dehydro-ascorbato também possui atividade antioxidante (Shohael et al. 2006; Zhang et 

al. 2010; Díaz-Vivancos et al. 2011; Zhang et al. 2015). Por outro lado, a baixa 

abundância de mono-dehydro-ascorbato-redutase no genótipo não-responsivo pode ter 

contribuído para os altos níveis de oxidação que pode ter sido a causa para a não 

formação de calos neste genótipo.  
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3.2.2 – Processamento de proteínas 

 

Proteínas “heat shock” (HSP) compreendem uma família multigênica que tem 

estado envolvida com o dobramento, construção, translocação e degradação de proteínas 

(Reis et al. 2016). Além de participar da estabilização de proteínas e membranas, esta 

família mantem proteínas não nativas em um estado competente para subsequente 

redobramento sob condições de estresse (Wang et al. 2004; Zi et al. 2013).  

Neste trabalho, aos 14 dias de indução foi identificada a proteína de choque 

térmico 81-1 (spot 404) que estava presente para o genótipo responsivo em relação ao 

não-responsivo. Já aos 150 dias de indução, esta proteína (spot 201) aparece para o 

genótipo responsivo, porém diminuída. Na literatura já foi relatado que proteínas HSPs 

são ativamente reguladas também durante a embriogênese, além de atuarem 

indiretamente na resposta ao estresse (Hajduch et al. 2006; Sharifi et al. 2012; Xu et al. 

2012; Zi et al. 2013; Silva et al. 2014a). Assim, considerando sua expressão aos 150 

dias para o genótipo responsivo, é possível que a atividade da proteína de choque 

térmico 81-1 esteja ocorrendo em direção à aquisição de competência embriogênica.   

 Outra proteína identificada em nosso estudo e relacionada ao processamento de 

proteínas foi cisteína sintase (spot 95), aumentada aos 150 dias de indução para o 

genótipo responsivo, quando comparada ao não-responsivo. Esta proteína catalisa a 

biossíntese do composto cisteína enxofre, que serve como um precursor para a síntese 

de vários metabólitos contendo enxofre, como por exemplo, a glutationa (Noctor et al. 

1998), que por sua vez, devido a respostas de estresse biótico e abiótico, age removendo 

ROS (Foyer e Noctor 2005). Em alguns trabalhos, já foi relatado que em presença de 

auxina, cisteína sintase age na regulação do estresse oxidativo podendo estimular a 

diferenciação celular e promover a formação de embriões somáticos (Youssefian et al. 

2001; Pan et al. 2010). Assim, isto pode explicar o aumento em quatro vezes desta 

proteína no genótipo responsivo em relação ao não-responsivo aos 150 dias de indução, 

sugerindo o seu papel na aquisição de competência embriogênica. 
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3.2.3 – Metabolismo energético 

 

No presente estudo, várias proteínas relacionadas ao metabolismo energético 

foram identificadas (Tabela Suplementar 1), mas chamamos a atenção para cinco delas: 

enolase (spot 161), 6-fosfogluconato desidrogenase decarboxilase 1 (spot 329), 

subunidade beta da pirofosfatofrutose-6-fosfato-1-fosfotransferase (spot 338), 2,3 

bisfosfoglicerato independente fosfoglicerato mutase (spot 1) e subunidade maior da 

rubisco isoforma X2 (spot 174). Enolase e rubisco foram aumentadas aos 150 dias de 

indução no genótipo responsivo quando comparado ao não-responsivo, e a proteína 6-

fosfogluconato desidrogenase decarboxilase 1 foi exclusiva para o genótipo responsivo. 

O principal papel da enolase é a conversão de 2-fosfoglicerato a 

fosfoenolpiruvato (PEP) na via glicolítica, convertendo glicose em piruvato, tendo 

como produto final NADH e ATP (Barkla et al. 2009). Porém, durante a via glicolítica, 

NAD+ deve ser reduzido a NADH e para que isto ocorra são necessárias enzimas 

desidrogenases (Morel et al. 2014). Todo este processo de conversão ocorre, uma vez 

que grandes quantidades de PEP são necessárias para fornecer energia no 

desenvolvimento do tecido, dessa forma, uma alta abundância de enolase é esperada 

(Wold e Ballou 1957; Rode et al. 2011). Alguns trabalhos na literatura também 

relataram estas proteínas como envolvidas no processo de embriogênese, sendo que a 

enolase também se apresentou em alta abundância (Lippert et al. 2005; Andriotis et al. 

2010; Silva et al. 2014a), corroborando assim os resultados deste estudo. 

Também é importante ressaltar neste período de tempo (150 dias) a participação 

da proteína rubisco isoforma X2 (spot 174), uma vez que sua ocorrência não era 

esperada nos tecidos aclorofilados do palmito. Apesar de não ser esperada em tecidos 

aclorofilados, a rubisco já foi relatada como altamente abundante em tecidos 

heterotróficos (raízes) sobre condições de estresse, mas ainda há muito que se conhecer 

sobre sua funcionalidade nestes tecidos (Jacoby et al. 2013; Nunes-Nesi et al. 2014). 

Até então, para o presente, dado o seu aumento em abundância no genótipo responsivo e 

a condição in vitro imposta, é sugerido que a participação da rubisco aos 150 dias de 

indução esteja relacionada à fotorrespiração do tecido, a qual evita o acúmulo de 

produtos tóxicos como o 2-fosfoglicerato (Bauwe et al. 2012). Assim, este relato 

também pode explicar o baixo nível oxidativo dos tecidos neste genótipo, quando 
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comparado ao genótipo não-responsivo, uma vez que a rubisco poderia estar agindo no 

controle deste estresse. 

Com relação à subunidade beta da pirofosfatofrutose-6-fosfato-1 

fosfotransferase (spot 338) e 2,3 bisfosfoglicerato independente fosfoglicerato mutase 

(spot 1), são proteínas que apresentam atividade fosfatase e participam da degradação 

do carboidrato na via da glicólise (Graña et al. 1989; Liu et al. 2016). Ambas as 

proteínas já foram associadas com o fornecimento de energia durante a indução de calos 

em Nelumbo nucifera Gaertn. spp. baijianlian, na formação e desenvolvimento de 

embriões torpedo de Coffea arabica e também em suspensões celulares de E. guineensis 

em resposta a diferentes concentrações de auxina (Roowi et al. 2010; Tonietto et al. 

2012; Liu et al. 2016). Interessantemente, em nosso estudo, estas proteínas aparecem 

aos 150 dias de indução, sendo o spot 338 exclusivo e o spot 1 aumentado em nove 

vezes para o genótipo responsivo quando comparados ao genótipo não-responsivo.  

Os resultados aqui apresentados podem explicar a aquisição de competência 

embriogênica no genótipo responsivo aos 150 dias de indução, sugerindo que estas 

cinco proteínas (spots 161, 329, 338, 1 e 174) são necessárias para o sucesso do 

processo, fato não ocorrido no genótipo não-responsivo. Adicionalmente, o 

comportamento destas proteínas pode indicar um alto gasto energético na indução dos 

calos. Assim, para haver um alto consumo energético é necessário que haja uma alta 

produção de ATP, e isto pode explicar a alta abundância dos spots 161 e 1, e a 

ocorrência exclusiva dos spots 329 e 338 no genótipo responsivo.  

 

3.2.4 – Desenvolvimento 

 

Entre as proteínas envolvidas com o desenvolvimento, várias foram identificadas 

aos 150 dias de indução. Algumas dessas proteínas parecem ter um papel importante no 

desenvolvimento dos calos em dendezeiro como é o caso da anexina D1 (spot 308).  

Anexina D1 é uma proteína exclusiva do genótipo responsivo aos 150 dias de 

indução. Trata-se de uma proteína multifuncional que interage com os componentes de 

membrana, os quais estão envolvidos na organização estrutural da célula, agindo assim 

na sinalização e controle do crescimento intracelular (Gerke e Moss 2002; Moss e 

Morgan 2004). Adicionalmente, já foi relatado que as anexinas estão relacionadas a 

outros processos de desenvolvimento vegetal, como germinação do pólen e 
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alongamento das fibras de algodão (Dai et al. 2007; Zhao et al. 2010; Laohavisit e 

Davies 2011), além de atuarem nos estágios iniciais da embriogênese somática a partir 

de embriões zigóticos de dendezeiro; durante a embriogênese somática de Coffea 

arabica L. e como marcador molecular dos estágios de desenvolvimento de embriões 

somáticos de Manihot esculenta Crantz (Baba et al. 2008; Tonietto et al. 2012; Silva et 

al. 2014a). Desta forma, esta proteína pode estar relacionada com o processo de 

desenvolvimento ou formação de calos na embriogênese somática de dendezeiro. 
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4 – Conclusões 

 

A análise proteômica permitiu a visualização das mudanças no perfil proteíco ao 

longo do tempo entre os genótipos, com os spots aumentando ou diminuindo sua 

abundância.  

Um total de 52 proteínas diferenciais foram encontradas aos 14 dias de indução, 

e 74 aos 150 dias entre os genótipos responsivo e não-responsivo. Aos 14 dias, o 

genótipo responsivo apresentou 9 proteínas exclusivas e o genótipo não-responsivo 12. 

Já aos 150 dias, o genótipo responsivo apresentou 40 proteínas exclusivas, enquanto que 

o genótipo não-responsivo somente 2. Estes resultados sugerem a participação efetiva 

destas proteínas na aquisição de competência embriogênica, principalmente no genótipo 

responsivo que induziu a formação de calos aos 150 dias. 

O agrupamento das proteínas de acordo com sua ontologia gênica (GO) revelou 

quatro categorias principais, que compreendem: proteínas envolvidas com resposta ao 

estresse, processamento de proteínas, metabolismo energético e desenvolvimento. No 

geral, 11 proteínas foram identificadas como importantes na aquisição de competência 

embriogênica: actina-101 (spot 365), isoenzima catalase 2 (spot 254), mono-dehidro-

ascorbato-redutase isoforma cloroplástica X2 (spot 150), proteína de choque térmico 

81-1 (spot 404), cisteína sintase (spot 95), enolase (spot 161), 6-fosfogluconato 

desidrogenase decarboxilada 1 (spot 329), anexina D1 (spot 308), subunidade beta da 

pirofosfatofrutose-6-fosfato-1-fosfotransferase (spot 338), 2,3 bisfosfoglicerato 

independente fosfoglicerato mutase (spot 1) e RuBisCO large subunit-binding protein 

subunit alpha isoform X2 (spot 174). Estas proteínas, por sua vez, apresentam 

importantes papéis relacionados principalmente com as respostas ao estresse e 

metabolismo energético, onde participam no controle da oxidação e adaptação dos 

genótipos à condição in vitro imposta durante a indução da embriogênese somática. 

Assim, com este estudo foi possível identificar várias proteínas associadas à 

aquisição da competênia embriogênica em dendezeiro. Estes resultados fornecem 

informações importantes para estudos futuros de validação de função e confirmação do 

envolvimento dessas proteínas na embriogênese somática. Adicionalmente, eles serão 

úteis em estudos de expressão gênica durante o processo de embriogênese somática e 

também no melhoramento da espécie, visando a otimização do protocolo e sua 

propagação em larga escala.  
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Tabela Suplementar 1. Ontologia gênica (GO) e categorização geral de proteínas identificadas aos 14 e 150 dias de indução dos genótipos de 

dendezeiro (E. guineensis Jacq. var. tenera). Vários (*) compreendem os spots 301, 333, 334 e 335 

 
Proteínas envolvidas com a resposta ao estresse aos 14 dias de indução 

Spot Slim_GO_Name GI Input_GO_Name Proteína 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to auxin 

 

2 response to abiotic stimulus 

gi|743764405|ref|XP_01091

2406.1| response to light stimulus Actin-101-like 

 

response to stress 

 

response to wounding 

 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to auxin 

 
365 response to abiotic stimulus 

gi|985701063|ref|NP_00130
6835.1| response to light stimulus 

Actin-101-like Actin3like 

 

response to stress 

 

response to wounding 

 

 
cellular homeostasis 

 
cell redox homeostasis 

 

 
response to endogenous stimulus 

 
response to auxin 

 

 
response to endogenous stimulus 

 
response to abscisic acid 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
cold acclimation 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
photoperiodism 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to light stimulus 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to cold 

 

 
cell death 

 
cell death 

 

254 response to stress 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| response to oxidative stress Catalase isozyme 2 

 

response to stress 

 

response to reactive oxygen species 

 

 

response to stress 

 

cellular response to sulfate starvation 

 

 

response to stress 

 

cold acclimation 

 

 

response to stress 

 

cellular response to phosphate starvation 

 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

 

response to stress 

 

response to hydrogen peroxide 

 

 

response to stress 

 

cellular response to nitrogen starvation 
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response to abiotic stimulus response to heat 

404 response to stress 

gi|743765988|ref|XP_01091

3223.1| response to heat Heat shock protein 811like 

 

response to stress 

 

defense response to bacterium, incompatible 

interaction 

 

376 response to endogenous stimulus 
gi|719982757|ref|XP_01025

0552.1| response to cytokinin 
ATPdependent Clp protease ATPbinding subunit clpA homolog CD4B, 

chloroplasticlike isoform X1 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to heat 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to salt stress 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to anoxia 

 

 
response to stress 

 
response to heat 

 

176 response to stress 

gi|743893211|ref|XP_01091

1739.1| response to oxidative stress Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic-like 

 

response to stress 

 

response to salt stress 

 

 

response to stress 

 

response to anoxia 

 

 

response to stress 

 

defense response to bacterium 

 

 

response to stress 

 

response to hydrogen peroxide 

 

454 response to stress 
gi|720083283|ref|XP_01024

2847.1| defense response to fungus Endochitinase A-like 

361/413 response to abiotic stimulus 

gi|743789069|ref|XP_01092

2826.1| response to cold 2,3bisphosphoglycerateindependent phosphoglycerate mutase 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

172/409 response to endogenous stimulus 
gi|743806915|ref|XP_01092

7880.1| response to cytokinin Uncharacterized protein LOC105049817 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to salt stress 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to cold 

 

423 response to stress 

gi|743770628|ref|XP_01091

5605.1| response to salt stress Malate dehydrogenase, mitochondrial-like 

 
response to stress 

 
defense response to bacterium 

 

 
response to stress 

 
response to cold 

 

 
Proteínas envolvidas com a resposta ao estresse aos 150 dias de indução 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to ethylene 

 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to cytokinin 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to heat 
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response to abiotic stimulus 

 

response to salt stress 

 
46 response to stress 

gi|374256065|gb|AEZ00894
.1| response to heat Putative cytosolic ascorbate peroxidase protein 

 

response to stress 

 

response to reactive oxygen species 

 

 

response to stress 

 

response to hydrogen peroxide 

 

 

response to stress 

 

response to oxidative stress 

 

 

response to stress 

 

response to salt stress 

 

95 response to endogenous stimulus 

gi|743774724|ref|XP_01091

7723.1| response to cytokinin Cysteine synthase 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to abscisic acid 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to light stimulus 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to salt stress 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to cold 

 

 

response to stress 

 

response to salt stress 

 

 

response to stress 

 

skeletal muscle tissue regeneration 

 
161 response to stress 

gi|743877540|ref|XP_01090
7928.1| response to cold Enolaselike 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to abscisic acid 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to light stimulus 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to salt stress 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to cold 

 

 

response to stress 

 

response to salt stress 

 

 

response to stress 

 

skeletal muscle tissue regeneration 

 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

 
cellular homeostasis 

 
cell redox homeostasis 

 

 
response to endogenous stimulus 

 
response to auxin 

 

 
response to endogenous stimulus 

 
response to abscisic acid 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
cold acclimation 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

photoperiodism 
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response to abiotic stimulus response to light stimulus 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to cold 

 Vários 
(*) cell death 

gi|985701095|ref|NP_00130
6842.1| cell death catalase isozyme 2 

 

response to stress 

 

response to reactive oxygen species 

 

 

response to stress 

 

cellular response to sulfate starvation 

 

 

response to stress 

 

cold acclimation 

 

 

response to stress 

 

cellular response to phosphate starvation 

 

 

response to stress 

 

response to hydrogen peroxide 

 

 

response to stress 

 

response to oxidative stress 

 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

 

response to stress 

 

cellular response to nitrogen starvation 

 

294 response to abiotic stimulus 

gi|743794420|ref|XP_01092

4166.1| photoinhibition Oxygenevolving enhancer protein 1, chloroplastic 

 

response to stress 

 

defense response to bacterium 

 

295 response to abiotic stimulus 
gi|672128345|ref|XP_00878

7656.1| photoinhibition Oxygen‐evolving enhancer protein 1, chloroplastic‐like 

 

response to stress 

 

defense response to bacterium 

 

205 response to endogenous stimulus 

gi|743858564|ref|XP_01094

2381.1| response to cytokinin 

ATPdependent Clp protease ATPbinding subunit clpA homolog CD4B, 

chloroplastic 

 

response to abiotic stimulus 

 

cellular response to cold 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to heat 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

heat acclimation 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to high light intensity 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

cellular response to heat 

 
189 response to stress 

gi|743827946|ref|XP_01093
3724.1| cellular response to cold Hsp70Hsp90 organizing protein 

 

response to stress 

 

response to wounding 

 

 

response to stress 

 

response to heat 

 

 

response to stress 

 

response to unfolded protein 
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response to stress heat acclimation 

 

 
response to stress 

 

 
response to hydrogen peroxide 

 

 

response to stress 

 

cellular response to heat 

 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to heat 

 

201 response to stress 

gi|743807690|ref|XP_01092

8158.1| response to heat Heat shock protein 811like 

 

response to stress 

 

defense response to bacterium, incompatible 
interaction 

 

338 response to endogenous stimulus 

gi|743766355|ref|XP_01091

3416.1| response to cytokinin pyrophosphatefructose 6phosphate 1phosphotransferase subunit betalike 

1 response to abiotic stimulus 
gi|743789069|ref|XP_01092

2826.1| response to cold 2,3bisphosphoglycerateindependent phosphoglycerate mutase 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to heat 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to anoxia 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to salt stress 

 

214/227 response to stress 

gi|743877054|ref|XP_01090

7760.1| response to heat glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic-like isoform X1 

 
response to stress 

 
response to anoxia 

 

 
response to stress 

 
response to hydrogen peroxide 

 

 
response to stress 

 
response to oxidative stress 

 

 
response to stress 

 
response to salt stress 

 

 

response to stress 

 

defense response to bacterium 

 

325 cell death 
gi|743767417|ref|XP_01091

3971.1| cell death Fumarylacetoacetase 

 

response to endogenous stimulus 

 

response to abscisic acid 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to water deprivation 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to salt stress 

 

329 response to abiotic stimulus 

gi|743826793|ref|XP_01093

3404.1| response to cold 6phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1like 

 
response to stress 

 
response to water deprivation 

 

 
response to stress 

 
response to salt stress 

 

 
response to stress 

 
response to cold 
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response to endogenous stimulus 

 

response to cytokinin 

 

 

response to abiotic stimulus 

 

response to heat 

 

222 response to abiotic stimulus 

gi|743828155|ref|XP_01093

3781.1| response to salt stress Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial 

 
response to stress 

 
response to heat 

 

 
response to stress 

 
response to salt stress 

 

247 response to endogenous stimulus 

gi|743776090|ref|XP_01091

8444.1| response to ethylene Protochlorophyllide reductaselike 

314 response to endogenous stimulus 

gi|743806915|ref|XP_01092

7880.1| response to cytokinin Uncharacterized protein LOC105049817 

 
response to abiotic stimulus 

 
response to heat 

 

197 response to abiotic stimulus 

gi|743814517|ref|XP_01093

0060.1| response to cold Stromal 70 kDa heat shockrelated protein, chloroplastic 

 

response to stress 

 

response to heat 

 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

196 response to abiotic stimulus 

gi|743774958|ref|XP_01091

7850.1| response to salt stress 5methyltetrahydropteroyltriglutamatehomocysteine methyltransferase 1like 

 
response to stress 

 
response to salt stress 

 

150 response to abiotic stimulus 

gi|743854818|ref|XP_01094

1082.1| response to cold Monodehydroascorbate reductase, chloroplastic isoform X2 

 

response to stress 

 

response to cold 

 

 
Processamento de proteínas aos 14 dias de indução 

Spot Slim_GO_Name GI Input_GO_Name Proteína 

 
growth 

 
root hair elongation 

 

 
growth 

 
developmental growth 

 

2 cell growth 

gi|743764405|ref|XP_01091

2406.1| root hair elongation Actin-101-like 

 
cell growth 

 
root hair elongation 

 

 
cellular process 

 
root hair elongation 

 

 
cellular process 

 
cell division 

 

 

 
growth 

 

 
root hair elongation 

 

365 growth 

gi|985701063|ref|NP_00130

6835.1| developmental growth Actin-101-like Actin3like 



 

95 

 

 

 

cellular process 

 

root hair elongation 

 

 

cellular process 

 

cell division 

 

 

cellular component organization 

 

protein homotetramerization 

 

 

cellular process 

 

cellular response to sulfate starvation 

 

 

cellular process 

 

cell redox homeostasis 

 

 

cellular process 

 

protein homotetramerization 

 

254 cellular process 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| hydrogen peroxide catabolic process Catalase isozyme 2 

 
cellular process 

 
cellular response to phosphate starvation 

 

 
cellular process 

 
cellular response to nitrogen starvation 

 

 
cell communication 

 
cellular response to sulfate starvation 

 

 
cell communication 

 
cellular response to phosphate starvation 

 

 

cell communication 

 

cellular response to nitrogen starvation 

 

 
cellular component organization 

 
chaperone-mediated protein complex assembly 

 

404 cellular process 

gi|743765988|ref|XP_01091

3223.1| chaperone-mediated protein folding Heat shock protein 811like 

 

cellular process 

 

cellular response to calcium ion 

 

 

cellular process 

 

chaperone-mediated protein complex assembly 

 

 

cellular component organization 

 

protein hexamerization 

 

 

cellular component organization 

 

chloroplast organization 

 

 

cellular process 

 

protein hexamerization 

 

376 cellular process 

gi|719982757|ref|XP_01025

0552.1| chloroplast organization 

ATPdependent Clp protease ATPbinding subunit clpA homolog CD4B, 

chloroplasticlike isoform X1 

 
cellular process 

 
regulation of chlorophyll biosynthetic process 

 

 
transport 

 
protein import into chloroplast stroma  

 
transport 

 
protein targeting to chloroplast  

176 cellular process 

gi|743893211|ref|XP_01091

1739.1| glycolytic process Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic-like 

454 cellular process 

gi|720083283|ref|XP_01024

2847.1| cell wall macromolecule catabolic process Endochitinase A-like 

361/413 cellular process 

gi|743789069|ref|XP_01092

2826.1| stomatal movement 2,3bisphosphoglycerateindependent phosphoglycerate mutase 



 

96 

 

 

273 cellular process 

gi|743816536|ref|XP_01093

0670.1| protein folding in endoplasmic reticulum Protein disulfide-isomerase-like 

455 transport 

gi|727520270|ref|XP_01043

6415.1| protein targeting to vacuole Cation/H(+) antiporter 17-like 

 
Processamento de proteínas aos 150 dias de indução 

 

growth 

 

seed trichome elongation 

 

 

cell differentiation 

 

seed trichome elongation 

 

46 cell growth 

gi|374256065|gb|AEZ00894

.1| seed trichome elongation Putative cytosolic ascorbate peroxidase protein 

 
cellular component organization 

 
seed trichome elongation 

 

 
cellular process 

 
hydrogen peroxide catabolic process 

 

 
cellular process 

 
seed trichome elongation 

 

 

growth 

 

seed trichome elongation 

 

 

cell differentiation 

 

seed trichome elongation 

 
308 cell growth 

gi|743849454|ref|XP_01093
9631.1| seed trichome elongation Annexin D1like 

 

cellular component organization 

 

seed trichome elongation 

 

 

cellular process 

 

seed trichome elongation 

 

 

growth 

 

seed trichome elongation 

 

 

cell differentiation 

 

seed trichome initiation 

 

 

cell differentiation 

 

seed trichome elongation 

 

336 cell growth 

gi|353441128|gb|AEQ94148

.1| seed trichome elongation elongation factor 1, partial 

 
cellular component organization 

 
seed trichome elongation 

 

 
cellular process 

 
seed trichome initiation 

 

 
cellular process 

 
seed trichome elongation 

 

 

growth 

 

pollen tube growth 

 

 

cell differentiation 

 

pollen tube growth 

 
95 cell growth 

gi|743774724|ref|XP_01091
7723.1| pollen tube growth Cysteine synthase 

 

cellular component organization 

 

pollen tube growth 
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cellular process cysteine biosynthetic process 

 

cellular process 

 

pollen tube growth 

 

 

growth 

 

negative regulation of cell growth 

 

 

growth 

 

skeletal muscle tissue regeneration 

 

 

cell growth 

 

negative regulation of cell growth 

 

 

cellular component organization 

 

negative regulation of cell growth 

 

161 cellular process 

gi|743877540|ref|XP_01090

7928.1| 

negative regulation of transcription, DNA-

templated Enolaselike 

 
cellular process 

 
negative regulation of cell growth 

 

 
cellular process 

 
response to virus 

 

 
growth 

 
negative regulation of cell growth 

 

 
growth 

 
skeletal muscle tissue regeneration 

 

83 cell differentiation 

gi|923640607|ref|XP_01364

1102.1| trichome branching Protein SUPPRESSOR OF K(+) TRANSPORT GROWTH DEFECT 1like 

161 cell growth 

gi|743877540|ref|XP_01090

7928.1| negative regulation of cell growth Enolaselike 

 
cellular component organization 

 
negative regulation of cell growth 

 

 
cellular component organization 

 
trichome branching 

 

83 cellular component organization 

gi|923640607|ref|XP_01364

1102.1| vacuole organization Protein SUPPRESSOR OF K(+) TRANSPORT GROWTH DEFECT 1like 

 

cellular component organization 

 

endosome organization 

 

 

cellular process 

 

negative regulation of transcription, DNA-

templated 

 

161 cellular process 

gi|743877540|ref|XP_01090

7928.1| negative regulation of cell growth Enolaselike 

 

cellular process 

 

response to virus 

 

 

 
 

cellular process 

 

 
 

trichome branching 

 
83 cellular process 

gi|923640607|ref|XP_01364
1102.1| vacuole organization Protein SUPPRESSOR OF K(+) TRANSPORT GROWTH DEFECT 1like 

 

cellular process 

 

endosome organization 

 

 

transport 

 

vesicle-mediated transport 
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cellular component organization protein homotetramerization 

 

cellular process 

 

cellular response to sulfate starvation 

 

 

cellular process 

 

cell redox homeostasis 

 

 

cellular process 

 

hydrogen peroxide catabolic process 

 Vários 

(*) cellular process 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| cellular response to phosphate starvation catalase isozyme 2 

 
cellular process 

 
protein homotetramerization 

 

 
cellular process 

 
cellular response to nitrogen starvation 

 

 
cell communication 

 
cellular response to sulfate starvation 

 

 
cell communication 

 
cellular response to phosphate starvation 

 

 
cell communication 

 
cellular response to nitrogen starvation 

 

 
cellular component organization 

 
photosystem II assembly 

 

 

cellular process 

 

photoinhibition 

 

294 cellular process 

gi|743794420|ref|XP_01092

4166.1| regulation of protein dephosphorylation Oxygenevolving enhancer protein 1, chloroplastic 

 

cellular process 

 

photosystem II assembly 

 

 

cellular process 

 

photosystem II stabilization 

 

 

cellular protein modification process 

 

regulation of protein dephosphorylation 

 

 

cellular component organization 

 

photosystem II assembly 

 

 

cellular process 

 

photoinhibition 

 

295 cellular process 

gi|672128345|ref|XP_00878

7656.1| regulation of protein dephosphorylation Oxygen‐evolving enhancer protein 1, chloroplastic‐like 

 
cellular process 

 
photosystem II assembly 

 

 
cellular process 

 
photosystem II stabilization 

 

 
cellular protein modification process 

 
regulation of protein dephosphorylation 

 

 
cellular component organization 

 
protein homooligomerization 

 

 
cellular component organization 

 
protein homotetramerization 

 

179 cellular process 

gi|743756149|ref|XP_01091

5364.1| protein homooligomerization NADPdependent malic enzyme isoform X2 

 

cellular process 

 

protein homotetramerization 

 

 

cellular process 

 

malate metabolic process 
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cellular component organization 

 

protein hexamerization  

 

cellular component organization 

 

chloroplast organization  

 

cellular process 

 

protein hexamerization  

205 cellular process 

gi|743858564|ref|XP_01094

2381.1| chloroplast organization 

ATPdependent Clp protease ATPbinding subunit clpA homolog CD4B, 

chloroplastic 

 
cellular process 

 
regulation of chlorophyll biosynthetic process  

 
transport 

 
protein targeting to chloroplast  

 
transport 

 
protein import into chloroplast stroma  

174 cellular component organization 

gi|743776540|ref|XP_01091

8680.1| chloroplast organization RuBisCO large subunitbinding protein subunit alpha isoform X2 

 

cellular process 
gi|743776540|ref|XP_01091

8680.1| chloroplast organization RuBisCO large subunitbinding protein subunit alpha isoform X2 

 
cellular component organization 

 
chaperone-mediated protein complex assembly 

 

189 cellular process 

gi|743827946|ref|XP_01093

3724.1| cellular response to cold Hsp70Hsp90 organizing protein 

 

cellular process 

 

cellular response to heat 

 

 

cellular process 

 

chaperone-mediated protein complex assembly 

 

 

cellular component organization 

 

chaperone-mediated protein complex assembly 

 
201 cellular process 

gi|743807690|ref|XP_01092
8158.1| chaperone-mediated protein folding Heat shock protein 811like 

 

cellular process 

 

cellular response to calcium ion 

 

 

cellular process 

 

chaperone-mediated protein complex assembly 

 

1 cellular process 

gi|743789069|ref|XP_01092

2826.1| stomatal movement 2,3bisphosphoglycerateindependent phosphoglycerate mutase 

214/227 cellular process 
gi|743877054|ref|XP_01090

7760.1| glycolytic process glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic-like isoform X1 

302 cellular process 

gi|374255993|gb|AEZ00858

.1| electron transport chain putative ferredoxin NADP+ reductase protein, partial 

325 cellular process 
gi|743767417|ref|XP_01091

3971.1| homogentisate catabolic process Fumarylacetoacetase 

 

cellular process 

 

tyrosine catabolic process 

 

329 cellular process 

gi|743826793|ref|XP_01093

3404.1| pentose-phosphate shunt, oxidative branch 6phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1like 

 

cellular process 

 

male-female gamete recognition during double 

fertilization 

 

222 cellular process 

gi|743828155|ref|XP_01093

3781.1| response to virus Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial 
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197 transport 

gi|743814517|ref|XP_01093

0060.1| protein targeting to chloroplast Stromal 70 kDa heat shockrelated protein, chloroplastic 

289 transport 

gi|743755082|ref|XP_01093

2447.1| anion transport Mitochondrial outer membrane protein porin 1like 

 
Proteínas envolvidas com o metabolismo energético aos 14 dias de indução 

Spot Slim_GO_Name GI Input_GO_Name Proteína 

254 catabolic process 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| hydrogen peroxide catabolic process Catalase isozyme 2 

 

metabolic process 

 

hydrogen peroxide catabolic process 

 

 

biosynthetic process 

 

regulation of chlorophyll biosynthetic process  

346 biosynthetic process 
gi|719982757|ref|XP_01025

0552.1| regulation of chlorophyll biosynthetic process 
ATPdependent Clp protease ATPbinding subunit clpA homolog CD4B, 

chloroplasticlike isoform X1 

 

metabolic process 

 

regulation of chlorophyll biosynthetic process 

 

 
catabolic process 

 
glycolytic process 

 

 

metabolic process 

 

glycolytic process 

 

176 

nucleobase-containing compound 

metabolic process 

gi|743893211|ref|XP_01091

1739.1| glycolytic process Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic-like 

 

generation of precursor metabolites and 
energy 

 

glycolytic process 

 

 

carbohydrate metabolic process 

 

glycolytic process 

 

454 catabolic process 

gi|720083283|ref|XP_01024

2847.1| cell wall macromolecule catabolic process Endochitinase A-like 

 
metabolic process 

 
cell wall macromolecule catabolic process 

 

 
Proteínas envolvidas com o metabolismo energético aos 150 dias de indução 

 

catabolic process 

 

hydrogen peroxide catabolic process 

 
46 metabolic process 

gi|374256065|gb|AEZ00894
.1| hydrogen peroxide catabolic process Putative cytosolic ascorbate peroxidase protein 

 

metabolic process 

 

oxidation-reduction process 

 

95 biosynthetic process 

gi|743774724|ref|XP_01091

7723.1| cysteine biosynthetic process Cysteine synthase 

 
metabolic process 

 
cysteine biosynthetic process 

 

 

biosynthetic process 

 

negative regulation of transcription, DNA-
templated 

 

 
metabolic process 

 

negative regulation of transcription, DNA-

templated 
 

161 

nucleobase-containing compound 

metabolic process 

gi|743877540|ref|XP_01090

7928.1| 

negative regulation of transcription, DNA-

templated Enolaselike 



 

101 

 

 

 

biosynthetic process 

 

negative regulation of transcription, DNA-
templated 

 

 
metabolic process 

 

negative regulation of transcription, DNA-

templated 
 

 

nucleobase-containing compound 

metabolic process 

 

negative regulation of transcription, DNA-

templated 

 Vários 

(*) catabolic process 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| hydrogen peroxide catabolic process catalase isozyme 2 

 
metabolic process 

 
hydrogen peroxide catabolic process 

 

 
protein metabolic process 

 
regulation of protein dephosphorylation 

 

 
photosynthesis 

 
photoinhibition 

 

 
photosynthesis 

 
photosynthesis, light reaction 

 

 
photosynthesis 

 
photosystem II assembly 

 

 
photosynthesis 

 
photosystem II stabilization 

 

294 metabolic process 

gi|743794420|ref|XP_01092

4166.1| photoinhibition Oxygenevolving enhancer protein 1, chloroplastic 

 

metabolic process 

 

regulation of protein dephosphorylation 

 

 

metabolic process 

 

photosystem II stabilization 

 

 

generation of precursor metabolites and 
energy 

 

photoinhibition 

 

 

generation of precursor metabolites and 

energy 
 

photosynthesis, light reaction 
 

 

generation of precursor metabolites and 

energy 

 

photosystem II assembly 

 

 

generation of precursor metabolites and 
energy 

 

photosystem II stabilization 

 

 

protein metabolic process 

 

regulation of protein dephosphorylation 

 

 

photosynthesis 

 

photoinhibition 

 

 

photosynthesis 

 

photosynthesis, light reaction 

 

 

photosynthesis 

 

photosystem II assembly 

 

 

photosynthesis 

 

photosystem II stabilization 

 

295 metabolic process 

gi|672128345|ref|XP_00878

7656.1| photoinhibition Oxygen‐evolving enhancer protein 1, chloroplastic‐like 

 

metabolic process 

 

regulation of protein dephosphorylation 

 

 
metabolic process 

 
photosystem II stabilization 
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generation of precursor metabolites and 
energy 

 

photoinhibition 

 

 

generation of precursor metabolites and 

energy 
 

photosynthesis, light reaction 
 

 

generation of precursor metabolites and 

energy 

 

photosystem II assembly 

 

 

generation of precursor metabolites and 
energy 

 

photosystem II stabilization 

 

179 metabolic process 

gi|743756149|ref|XP_01091

5364.1| malate metabolic process NADPdependent malic enzyme isoform X2 

205 biosynthetic process 
gi|743858564|ref|XP_01094

2381.1| regulation of chlorophyll biosynthetic process 
ATPdependent Clp protease ATPbinding subunit clpA homolog CD4B, 

chloroplastic 

 

metabolic process 

 

regulation of chlorophyll biosynthetic process  

338 photosynthesis 

gi|743766355|ref|XP_01091

3416.1| photosynthesis pyrophosphatefructose 6phosphate 1phosphotransferase subunit betalike 

 

catabolic process 

 

glycolytic process 

 

 

metabolic process 

 

glycolytic process 

 

214 

nucleobase-containing compound 

metabolic process 

gi|743877054|ref|XP_01090

7760.1| glycolytic process glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic-like isoform X1 

 

generation of precursor metabolites and 

energy 
 

glycolytic process 
 

 
carbohydrate metabolic process 

 
glycolytic process 

 

302 metabolic process 

gi|374255993|gb|AEZ00858

.1| electron transport chain putative ferredoxin NADP+ reductase protein, partial 

 

generation of precursor metabolites and 
energy 

 

electron transport chain 

 

 
catabolic process 

 
homogentisate catabolic process 

 

325 catabolic process 

gi|743767417|ref|XP_01091

3971.1| tyrosine catabolic process Fumarylacetoacetase 

 

metabolic process 

 

homogentisate catabolic process 

 

 

metabolic process 

 

tyrosine catabolic process 

 

 

metabolic process 

 

pentose-phosphate shunt, oxidative branch 

 
329 metabolic process 

gi|743826793|ref|XP_01093
3404.1| oxidation-reduction process 6phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1like 

 

nucleobase-containing compound 

metabolic process 
 

pentose-phosphate shunt, oxidative branch 
 

341 carbohydrate metabolic process 
gi|743800771|ref|XP_01092

6112.1| carbohydrate metabolic process phosphoglucomutase, cytoplasmic 2 

 
Proteínas envolvidas com o desenvolvimento aos 14 dias de indução 
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Spot Slim_GO_Name GI Input_GO_Name Proteína 

2 post-embryonic development 

gi|743764405|ref|XP_01091

2406.1| seed germination Actin-101-like 

365 post-embryonic development 
gi|985701063|ref|NP_00130

6835.1| seed germination Actin-101-like Actin3like 

254 post-embryonic development 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| seed germination Catalase isozyme 2 

 

post-embryonic development 

 

seed development 

 
176 reproduction 

gi|743893211|ref|XP_01091
1739.1| fruit development Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2, cytosolic-like 

 

reproduction 

 

seed development 

 

273 post-embryonic development 

gi|743816536|ref|XP_01093

0670.1| endosperm development Protein disulfide-isomerase-like 

 
reproduction 

 
endosperm development 

 

 
Proteínas envolvidas com o desenvolvimento aos 150 dias de indução 

 

post-embryonic development 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

 

post-embryonic development 

 

seed trichome elongation 

 

 

embryo development 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 
46 anatomical structure morphogenesis 

gi|374256065|gb|AEZ00894
.1| seed trichome elongation Putative cytosolic ascorbate peroxidase protein 

 

multicellular organism development 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

 

multicellular organism development 

 

seed trichome elongation 

 

 

reproduction 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

 

reproduction 

 

seed trichome elongation 

 

 
post-embryonic development 

 
seed trichome elongation 

 

308 anatomical structure morphogenesis 

gi|743849454|ref|XP_01093

9631.1| seed trichome elongation Annexin D1like 

 
multicellular organism development 

 
seed trichome elongation 

 

 
reproduction 

 
seed trichome elongation 

 

 

post-embryonic development 

 

seed trichome initiation 

 

 

post-embryonic development 

 

seed trichome elongation 

 

 

anatomical structure morphogenesis 

 

seed trichome elongation 

 
336 multicellular organism development 

gi|353441128|gb|AEQ94148
.1| seed trichome initiation elongation factor 1, partial 
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multicellular organism development 

 

seed trichome elongation 

 

 

reproduction 

 

seed trichome initiation 

 

 

reproduction 

 

seed trichome elongation 

 

 

pollination 

 

pollen tube development 

 

 

pollination 

 

pollen tube growth 

 

95 anatomical structure morphogenesis 

gi|743774724|ref|XP_01091

7723.1| pollen tube growth Cysteine synthase 

 
reproduction 

 
pollen tube development 

 

 

reproduction 

 

double fertilization forming a zygote and 

endosperm 

 

 

reproduction 

 

pollen tube growth 

 

83 anatomical structure morphogenesis 
gi|923640607|ref|XP_01364

1102.1| trichome branching Protein SUPPRESSOR OF K(+) TRANSPORT GROWTH DEFECT 1like 

Vários 

(*) post-embryonic development 

gi|985701095|ref|NP_00130

6842.1| seed germination catalase isozyme 2 

 

post-embryonic development 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 
174 embryo development 

gi|743776540|ref|XP_01091
8680.1| embryo development ending in seed dormancy RuBisCO large subunitbinding protein subunit alpha isoform X2 

 

multicellular organism development 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

 

reproduction 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

 
post-embryonic development 

 
embryo development ending in seed dormancy 

 

338 embryo development 

gi|743766355|ref|XP_01091

3416.1| embryo development ending in seed dormancy pyrophosphatefructose 6phosphate 1phosphotransferase subunit betalike 

 

multicellular organism development 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

 

reproduction 

 

embryo development ending in seed dormancy 

 

1 multicellular organism development 
gi|743789069|ref|XP_01092

2826.1| pollen development 2,3bisphosphoglycerateindependent phosphoglycerate mutase 

 

post-embryonic development 

 

seed development 

 

 

multicellular organism development 

 

fruit development 

 

214/227 multicellular organism development 

gi|743877054|ref|XP_01090

7760.1| seed development glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic-like isoform X1 

 
reproduction 

 
fruit development 

 

 
reproduction 

 
seed development 

 

329 reproduction 
gi|743826793|ref|XP_01093

3404.1| 
male-female gamete recognition during double 

fertilization 6phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1like 
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