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Resumo geral 
 
A macaúba (Acrocomia aculeata) é uma importante palmeira do Cerrado brasileiro com 
alto potencial para a produção de óleo vegetal. Sendo assim, a espécie tem sido alvo 
para o melhoramento vegetal. Esse trabalho teve como objetivo principal induzir a 
calogênese em macaúba, a partir de tecidos foliares de plantas adultas, e elucidar os 
eventos morfoanatômicos e bioquímicos, além de avaliar a expressão de genes 
candidatos envolvidos no processo com o objetivo de elucidar a embriogênese somática 
futura. Para isso, foram utilizadas folhas imaturas do palmito obtidas a partir de plantas 
adultas de três acessos de diferentes localidades, avaliando-se a influência da região do 
palmito e o seccionamento ou não do explante, além da posição do explante no meio de 
cultivo e a combinação de auxinas Picloram e 2,4–D na indução de calos. Na etapa de 
multiplicação dos calos foi testada a adição de Espermidina e Putrescina ao meio de 
cultivo e, para diferenciação de embriões somáticos, foram testados meios contendo 
diferentes concentrações de BAP combinadas com ANA e, num segundo experimento, 
combinações de Picloram, 2,4-D e ANA e as citocininas BAP e 2iP em concentrações 
pré-estabelecidas. Para a análise anatômica e bioquímica, amostras do material in vitro 
oriundas das diferentes etapas do processo foram avaliadas. Também foram retiradas 
amostras para extração de RNA para avaliação da expressão de genes candidatos em 
tecidos foliares e para o preparo da sonda com o gene SERK visando a hibridização in 

situ. Verificou-se aos 30 dias de indução maior percentual na formação de resposta dos 
tecidos para a formação de calo primário da região Proximal do palmito (52,5%) quando 
seccionado. Quando avaliado região, combinação de auxinas e posição percebeu-se que 
a região do palmito não interfere no percentual desta resposta em explantes 
posicionados horizontalmente e que, quando posicionados verticalmente, explantes da 
região Mediana sob efeito de 450 µM de Picloram exibem maior resposta para formação 
de calos (58,3%) aos 30 dias, enquanto aos 90 e 180 dias a região Distal e explantes 
posicionados horizontalmente apresentaram maior formação de calos. Quando foi 
avaliado diferentes acessos, observou-se maior formação de calos no acesso ‘Buriti 
Vermelho’ (13%). Os tratamentos testados no presente trabalho ainda não são 
suficientes para a diferenciação de calos em embriões somáticos. No entanto, foi 
observado que a associação de ANA+2iP e 2,4–D+BAP foram importantes para 
manutenção dos calos. Anatomicamente foi possível perceber a formação de calos aos 
30 dias de cultivo esta relacionada aos tecidos vasculares. Os calos em meio com 
associação de auxinas apresentaram características celulares caracterizadas como 
embriogênicas. As análises bioquímicas referentes dos teores de açúcares solúveis totais 
evidenciaram que antes do estabelecimento da indução de calos, o acesso ‘Buriti 
Vermelho’ apresentou menor quantidade de açúcares solúveis totais comparativamente 
aos outros acessos. Além disso, o calo nodular apresentou 212,6 µg.mg-1 de matéria 
seca em relação ao calo alongado que exibiu 111,5 µg.mg-1. O resultado referente aos 
teores de amido na indução de calos nos três acessos apresentou diferenças apenas no 
estádio inicial, com ‘Buriti Vermelho’ apresentando maiores valores. Os resultados 
referentes aos teores de proteínas totais em razão do tempo de indução são maiores em 
todos os acessos no tempo inicial, em comparação aos 120 dias de indução. Além disso, 
o calo nodular apresentou maiores teores de proteínas (50,4 µg por mg de matéria seca) 
que o calo alongado (8,03 µg). Os genes avaliados, quanto a expressão, foram 
caracterizados como de desenvolvimento (SERK, OASA, EF1, ANN1) e estresse (LEA, 
CAT2 e MDAR5). Os resultados obtidos mostraram que todos os genes envolvidos com 
o desenvolvimento da planta analisados neste estudo tiveram suas expressões 
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negativamente regulados em 0 dias de indução quando o acesso ‘Buriti Vermelho’ foi 
comparado com o acesso ‘Tiros’. No entanto, foi possível observar que a expressão 
relativa dos genes analisados nesta comparação foi positivamente regulada aos 120 
DAI. Foi possível observar ainda que o gene de estresse LEA apresentou expressão 
aumentada no acesso ‘Tiros’, enquanto no acesso ‘Buriti Vermelho’ apresentou 
expressão diminuída. Já os genes CAT2 e MDAR5 apresentaram expressão aumentada 
significativamente nos dois acessos. A hibridização in situ demonstrou expressão nos 
feixes vasculares, indicando ocorrer a expressão de SERK nesta região, além da sua 
expressão em calos. Nesse trabalho foi demonstrado fatores envolvidos na formação de 
calos em macaúba, porém com necessidade de otimização das etapas finais do processo, 
em especial, na diferenciação de embriões somáticos. Em função dos resultados obtidos 
este trabalho apresenta-se como um modelo útil para a investigação dos eventos iniciais 
da embriogênese somática em palmeiras. 

Palavras-chave: Arecaceae, Acrocomia aculeata, macaúba, tecidos somáticos, cultura 
de tecidos, embriogênese somática, calos, ontogênese, RT-qPCR, SERK, bioquímica, 
amido. 
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1 Introdução geral 

O interesse por plantas nativas na produção agrícola vem se acentuando nos 

últimos anos, com a perspectiva de desenvolvimento de novas variedades para cultivo. 

Além disso, fatores como a crescente preocupação com as questões ambientais, a rápida 

diminuição das reservas de combustíveis fósseis em todo o mundo e o aumento do 

preço delas, motivaram o uso de óleos vegetais para a produção de combustíveis 

alternativos (Machado et al. 2010; Neto e Federal 2011). Portanto, espécies que 

apresentam este potencial devem ser pesquisadas para uso racional.  

A produção e comercialização de biodiesel no Brasil tem potencial para 

diversificar a energia e atividade agrícola, e dessa forma reduzir a dependência de 

combustíveis fósseis e contribuir para o crescimento econômico de forma sustentável. 

Assim, foi desenvolvido o programa nacional Probiodiesel (Portaria nº 702 do MCT, de 

30 de Outubro de 2002) para a produção do biodiesel no país a partir de fontes 

renováveis. Esse fato exigiu uma crescente demanda em tecnologias, por meio de ações 

integradas entre instituições de ensino e pesquisa, empresas e associações direta ou 

indiretamente ligadas ao tema, sob a forma de grupos de trabalho que integram a 

chamada Rede Brasileira de Biodiesel (Ramos et al. 2003). 

Após a criação do Probiodiesel, o programa passou por diversas reformulações e 

houve a necessidade de apresentar novos estudos de viabilidade da produção e 

utilização do biodiesel como fonte alternativa de energia no País. Assim, foi criado o 

Grupo de Trabalho Interministerial (GTI) em 2003. Com base nesses estudos, foi 

observada a enorme capacidade produtiva de biomassa no país, além das experiências 

de pesquisa e produção de biodiesel e a possibilidade de redução das importações de 

óleo diesel. Em dezembro de 2004 foi lançado o Programa Nacional de Produção e Uso 

do Biodiesel (PNPB), que tem proporcionado êxitos na instalação de uma cadeia de 

produção do biodiesel no País, tornando o Brasil o segundo maior produtor de biodiesel 

mundial, com a vantagem de poder inserir a agricultura familiar no processo de 

produção (Silva 2013). 

A produção agrícola de espécies oleaginosas é uma atividade promissora no 

Brasil devido ao clima favorável para o cultivo de diversas destas espécies, destacando 

o potencial de crescimento de pinhão manso, girassol, soja, mamona, palma africana, 

babaçu, algodão, amendoim, linhaça, macaúba, pequi, buriti, gergelim, canola, entre 
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outras (Neto e Federal 2011). Dentre elas, se destacam as espécies da família Arecaceae, 

como a macaúba (Acrocomia aculeata), o dendê (Elaeis guineensis) e o babaçu (Attalea 

speciosa), que apresentam elevadas produtividades de óleo por hectare e relativos 

baixos custos de manutenção e produção, pois são plantas perenes que não necessitam 

de grandes investimentos anuais (Melo 2012). Em avaliações in situ efetuadas em 

populações de macaúba, têm sido encontrados indivíduos com produção de cinco a sete 

cachos de até 35 kg/planta (Cargnin et al. 2008). Lleras (1985) relata que a macaúba 

tem potencial para produzir cerca de cinco toneladas de óleo em uma densidade de 

plantio de 200 plantas/ha. Portanto, o desempenho dela como oleaginosa pode ser 

semelhante ao dendê, o que justifica seu nome popular "dendê mineiro" (Dias 2011). 

Conforme Lanes et al. (2014), plantios de macaúba têm forte potencial semelhante ao 

dendê para exploração de óleo vegetal, podendo ser cultivada ao lado de culturas 

agrícolas. Ainda segundo esses autores, o cultivo dessa palmeira pode favorecer a 

restauração da biodiversidade de ambientes desmatados. 

A macaúba [Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.] se distribui desde a 

América Central até o Sul da América do Sul. No Brasil, ocorre principalmente nos 

Estados de Goiás, Minas Gerais, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. O principal habitat 

desta espécie são áreas de vegetação aberta com alta incidência solar, sendo reconhecida 

como espécie indicadora de solos férteis (Lorenzi e Souza 1996; Motta et al. 2002). 

Além do sistema de cultivo dessa palmeira ser considerado sustentável do ponto de vista 

ambiental, social e econômico, a macaúba pode ser utilizada para diferentes fins: as 

folhas na nutrição animal, os frutos para produção de farinhas e óleos, a casca para 

biomassa e o endocarpo para carvão. Dos frutos de macaúba pode-se extrair o óleo tanto 

da polpa quanto da amêndoa, representando, dessa forma, a principal fonte de renda 

relativa ao uso comercial da espécie (Moura 2007; Ciconini 2012). 

Atualmente, apesar de ser considerada como uma espécie de alto potencial de 

utilização, a exploração da macaúba é feita de forma extrativista, modalidade de 

exploração caracterizada pela baixa produtividade e qualidade dos produtos gerados 

(Pires et al. 2011). Portanto, desfavorável para a produção do biodiesel (Motta et al. 

2002). Ressalta-se também a heterogeneidade genética do material típica de sistemas 

extrativistas, que se configura com um entrave à exploração em escala comercial. Além 

disso, a reprodução exclusivamente de forma sexuada, presença de dormência das 

sementes e lento crescimento das plantas, também são empecilhos para que a macaúba 
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ganhe importância mais destacada na produção de biodiesel (Arkcoll 1990). Dessa 

forma, é de grande importância para a exploração comercial da macaúba, a utilização de 

tecnologias que possam acelerar a obtenção e propagação de genótipos superiores, a 

partir de populações naturais, o que tem mobilizado diferentes grupos de pesquisa para 

esse fim. 

A embriogênese somática apresenta-se como uma ferramenta potencial para a 

propagação clonal de espécies como a macaúba, pois pode permitir, dentre outras 

aplicações, a clonagem de genótipos selecionados em curto tempo e espaço físico 

limitado, a partir de diferentes tipos de explantes (propágulos), tais como, embriões 

zigóticos, inflorescências e folhas imaturas (Zimmerman 1993; Litz and Gray 1995), 

além da técnica possibilitar a aceleração dos programas de melhoramento genético da 

espécie (Luis and Scherwinski-Pereira 2014). 

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar fatores envolvidos com a 

calogênese visando a embriogênese somática em macaúba, a partir de tecidos foliares de 

plantas adultas, além de verificar a expressão de genes potencialmente envolvidos no 

processo, especialmente o SERK. O trabalho também objetivou elucidar rotas morfo-

anatômicas e bioquímicas das diferentes etapas envolvidas no processo. 
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2 Revisão de literatura 

2.1 Aspectos botânicos 

A Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., também conhecida no Brasil 

como macaúba, macaúva, bocaiúva, e mbokaja, mbocayá, totaí, cayara, corozo, tamaco, 

coyol, em outros países (Falasca et al. 2016; Cardoso et al. 2017), é uma palmeira 

facilmente reconhecida pela grande quantidade de acúleos, e se destaca pela sua alta 

produção de óleo (de Lima et al. 2018). A denominação “mbocayá” deriva das palavras 

indígenas no idioma guarani, onde “mboka” (que se quebra estalando, ou “arma”) e 

“ya” ou “já” (fruto), indicando árvore de frutos que estalam ou frutos usados como arma 

(Novaes 1952; Tase 2012). 

O gênero Acrocomia possui divergências quanto a sua caracterização 

taxonômica, chegando a ser descritas 25 espécies (Bailey 1941) ocorrentes no Brasil. 

Outros autores descrevem três espécies: Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Martius, 

A. hassleri (Barb. Rodr.) W.J. Hahn e A. crispa (Kunt) C.F. Baker ex Becc. Destas, A. 

aculeata, A. totai e A. hassleri apresentam semelhanças que dificultam a identificação 

(Henderson et al. 1995; Caldas-Lorenzi 2006; de Lima et al. 2018). Segundo 

(Henderson et al. 1995), a A. aculeata se distingue da A. hassleri por apresentar maior 

altura e diâmetro caulinar e encontra-se amplamente distribuída na América Tropical, 

enquanto que a A. hassleri possui indivíduos de menor altura, ocorrendo apenas na 

fronteira entre Mato Grosso do Sul e Paraguai. No entanto, não há um consenso entre os 

autores para o número de espécies dentro deste gênero, sendo necessárias revisões (de 

Lima et al. 2018) 

A macaúba pode atingir alturas entre 10 e 25 metros. O tronco é do tipo estipe 

ereto, com diâmetro de 20 a 30 centímetros e coberto por bainhas foliares 

remanescentes. As bainhas foliares apresentam espinhos escuros e afiados em sua 

superfície, com cerca de 10 centímetros de comprimento, especialmente, os encontrados 

na região dos nós (Lorenzi 2004; Lorenzi e Negrelle 2006). As folhas são pinadas, com 

pinas solitárias ou em grupo, usualmente inseridas em diferentes planos na raque 

(Martins 2012). Geralmente consiste de 20 e 30 folhas no topo, com comprimento 

aproximado de 2,5 a 3,0 metros, e apresentando espinhos na raque (Lorenzi e Negrelle 

2006). 
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O florescimento da macaúba ocorre praticamente o ano inteiro, com intensidade 

nos meses de outubro a janeiro. A inflorescência é em espádice, interfoliar, pendente e 

protegida por uma bráctea, e quando esta alcança a maturidade, abre-se liberando a 

inflorescência (Henderson et al. 1995; Lorenzi e Negrelle 2006). A inflorescência é 

amarelada, com a raque sustentando de um a várias tríades (uma flor pistilada e duas 

estaminadas). As flores femininas se tornam maduras antes das flores masculinas, o que 

caracteriza o processo deprotoginia. Nas inflorescências, ocorre sobreposição parcial de 

flores masculinas e femininas maduras que permite a autopolinização quando a 

polinização cruzada não é possível (Scariot e Lleras 1991). A polinização cruzada é 

feita especialmente por coleópteros das famílias Curculionidae, Nitidulidae e 

Scarabaedae (Scariot e Lleras 1991; Henderson et al. 1995). 

O fruto da macaúba é do tipo drupa globosa, com diâmetro variando entre 2,5 e 

5,0 cm e coloração marrom-amarelada, quando maduro. O epicarpo é liso e rompe-se 

facilmente quando maduro. O mesocarpo, correspondente a polpa, é fibroso, 

mucilaginoso, de coloração amarelo ou esbranquiçado, comestível e rico em glicerídeos. 

O endocarpo apresenta-se lignificado, com coloração escura, fortemente aderido ao 

mesocarpo e pode conter de uma a três sementes. A semente (amêndoa) é constituída, 

em maior parte, por endosperma comestível, com alto teor de óleos e proteínas, tendo o 

embrião zigótico aderido ao endosperma em formato de clave (Henderson et al. 1995; 

Moura 2007; de Lima et al. 2018). A dispersão das sementes de macaúba é feita 

geralmente por animais que se alimentam de seus frutos (Falasca et al. 2016). Esses 

animais são principalmente mamíferos silvestres, embora animais domésticos também 

auxiliem na dispersão (Scariot 1998; Martins 2012). De maneira geral, a propagação 

comercial das palmeiras é feita sexuadamente, via sementes, e/ou assexuadamente, por 

divisão de touceiras, como observado em algumas espécies como a pupunheira (Bactris 

gasipaes Khunt.) e o açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) (Lorenzi 2004).  

Em macaúba, a propagação é exclusivamente sexuada, pois a espécie não gera 

touceiras. Por outro lado, a propagação por semente é difícil e laboriosa, sendo a 

germinabilidade das sementes baixa, lenta e desuniforme. A baixa taxa de germinação 

das sementes é causada pela dormência física, imposta pela dureza e impermeabilidade 

do endocarpo à água (Lorenzi e Negrelle 2006; Ribeiro et al. 2011). Mais recentemente, 

tem-se concordado que A. aculeata apresenta dormência associada com dificuldades de 
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deslocamento do opérculo (Mazzottini-dos-Santos et al. 2018), conhecida como 

dormência fisiológica pouco profunda (Magalhães et al. 2013). 

A macaúba é uma planta incipientemente domesticada (Lopes et al. 2018) e 

ainda possui sua exploração comercial dependente do desenvolvimento de tecnologias 

que incluam a seleção de genótipos. Genótipos superiores podem ser selecionados de 

populações naturais de plantas, porém, apresentam dificuldades de serem propagados 

vegetativamente por meio de técnicas convencionais, fato que dificulta que ganhos 

genéticos em ciclos de seleção sejam obtidos, ou então, que genótipos superiores 

possam ser multiplicados para plantios comerciais (Clement 1999; Lorenzi e Negrelle 

2006; Luis e Scherwinski-Pereira, 2014). 

A espécie é considerada de alta plasticidade ambiental (Lopes et al. 2018). Ela 

ocorre em áreas com grande incidência de irradiação solar e é adaptada a solos arenosos 

com baixo teor de água, mas se desenvolvendo melhor em solos férteis. É encontrada ao 

longo da América tropical e subtropical, desde o Sul do México e Antilhas até o Sul do 

Brasil, chegando ao Paraguai e Argentina, estando ausente no Peru e Equador. No 

Brasil, sua área de ocorrência estende-se desde os Estados de São Paulo e Rio de 

Janeiro, passando por Minas Gerais e por todo o Centro-Oeste, Nordeste e Norte do país 

(Figura 1) (Henderson et al. 1995; Lorenzi 2010; Amaral et al. 2011). Devido a sua alta 

distribuição é necessário uma revisão taxonômica do gênero (Scariot e Lleras 1991). 
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Figura 1. Regiões de ocorrência da Acrocomia aculeata no Brasil. Fonte: Ratter et al. 

2003. 

2.2 Importância da macaúba 

A macaúba tem a segunda maior produtividade em óleo entre as plantas 

oleaginosas (até 6.000 kg/ha) e, dada a qualidade do seu óleo, possui alto potencial para 

a produção de biodiesel (Cardoso et al. 2017). A espécie também apresenta alta 

plasticidade ambiental, podendo ser cultivada em regiões tropicais secas, e 

teoricamente, se mantêm produtiva por mais de 100 anos (Lorenzi 1992; Teixeira 2005). 

Salienta-se que diferentemente do dendê, cujo óleo abastece a indústria de alimentos, o 

óleo de macaúba tem como principal destinação a produção de biocombustível 

(biodiesel ou bioquerosene), ou seja, não compete com a indústria alimentícia (Cardoso 

et al. 2017). 

As folhas, frutos e sementes da macaúba são tradicionalmente utilizados para 

diversos fins econômicos. Dentre estes, destaca-se o uso da estipe para produção de 

mourões e estacas, do estipe para obtenção do palmito, das folhas para forragem animal, 

cobertura de casas e extração de fibras usadas na fabricação de linha de pesca e redes, 

dos frutos como alimento in natura, obtenção da polpa com a qual são preparados 
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licores e doces, além da extração do óleo que é utilizado na culinária e como 

combustível, da semente como substituto da brita no concreto e confecção de botões, 

além da amêndoa como alimento e, também, extração do óleo (Caldas-Lorenzi 2006; 

Lorenzi e Negrelle 2006).  

Apesar dos diversos usos, são os frutos da macaúba que representam a principal 

fonte de renda relativa ao uso comercial da espécie. Atualmente, o aproveitamento do 

óleo extraído dos frutos da macaúba vem sendo bastante visado, já que este óleo pode 

ser aproveitado na produção de biodiesel. O óleo de macaúba pode ser extraído da polpa 

e da amêndoa, e existem diferenças quanto à composição e as utilidades dos dois tipos 

de óleo (Ciconini 2012). A diferença entre a composição dos óleos da amêndoa e da 

polpa da macaúba consiste no fato de que a polpa é mais rica em óleos de cadeia longa, 

predominando o ácido oléico. A concentração de óleo na polpa pode atingir valores 

superiores a 70%, o que confere a espécie o título de “high oleic”, que são produtos de 

alto valor e de grande demanda por parte das indústrias alimentícia e, sobretudo, 

energética, em função da maior estabilidade à oxidação e operabilidade a baixas 

temperaturas (biodiesel). Por outro lado, a amêndoa é rica em ácido láurico, justificando 

seu uso como fonte importante para a indústria de cosméticos (Amaral et al. 2011; 

Ciconini 2012; Matsimbe 2012).  

2.3 Cultura de tecidos de plantas 

A cultura de tecidos de plantas é uma das ferramentas da biotecnologia que 

envolve diferentes técnicas de cultivo in vitro de plantas, ou partes destas (célula ou 

qualquer fragmento de tecido ou órgão vivo), sob condições assépticas, em um meio 

nutritivo, e condições controladas de temperatura e luminosidade (Torres et al. 2000; 

Souza e Junghans 2006) 

As técnicas da cultura de tecidos de plantas têm sido empregadas de diversas 

maneiras, tendo em vista a propagação clonal de mudas em larga escala 

(micropropagação), produção de plantas transgênicas (melhoramento), conservação de 

recursos genéticos de plantas (conservação in vitro), e regeneração de plantas livres de 

vírus e patógenos (limpeza clonal) (Torres et al. 1998; Cid e Teixeira 2010). Entre as 

técnicas citadas, a micropropagação parece ser a de maior utilidade prática, por oferecer 

a oportunidade de se produzir, em um curto espaço de tempo e espaço físico limitado, 
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uma grande quantidade de propágulos e mudas livres de doenças, geralmente de 

genótipos superiores (Lakshmanan 2006). 

As palmeiras são plantas que apresentam dificuldades de serem multiplicadas 

vegetativamente. Dessa forma, a produção de mudas destas espécies tem a propagação 

in vitro como uma ferramenta de grande importância (Hartmann et al. 2002; Lédo et al. 

2007; Ribeiro et al. 2011; Rubio Neto et al. 2014). Os primeiros estudos in vitro com 

palmeiras, utilizando-se de Cocos nucifera, foram realizados há mais de cinco décadas 

(Cutter e Wilson 1954). 

A utilização de embriões zigóticos na cultura de tecidos tem proporcionado bons 

resultados na propagação de palmeiras, sendo importante por aumentar as taxas de 

germinação, uniformidade das plantas e conversão de plântulas viáveis (Soares et al. 

2011). Trabalhos com palmeiras utilizando-se dessa técnica têm mostrado resultados 

satisfatórios (Scherwinski-Pereira et al. 2006; Lédo et al. 2007; Steinmacher et al. 

2007a; Soares et al. 2011; Melo 2012). Entretanto, a utilização de embriões zigóticos 

não gera plantas com o mesmo genótipo da planta matriz, sendo necessário o emprego 

de outros tecidos somáticos, como foliares e florais, para a propagação clonal de 

indivíduos que apresentem alguma característica agronômica desejável. 

2.3.1 Embriogênese somática 

Dentre as técnicas de cultura de tecidos de plantas, a embriogênese somática tem 

se mostrado importante para a propagação clonal, por permitir a produção de grande 

número de plantas, a partir da germinação de embriões somáticos in vitro, ou para 

realizar estudos básicos de diferenciação celular, expressão gênica, genética molecular e 

muitos outros. (Litz and Gray 1995; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo 2016). A 

embriogênese somática é uma via morfogênica para regeneração in vitro de plantas, 

sendo definida como o processo pelo qual células ou tecidos somáticos, sob condições 

experimentais favoráveis, são induzidos a formar embriões somáticos bipolares, 

semelhantes aos embriões zigóticos, mas que não são produtos da fusão de gametas 

(Williams e Maheswaran 1986). Durante o processo da embriogênese somática o 

explante pode seguir duas rotas diferenciadas de desenvolvimento: a rota direta ou 

indireta. Na embriogênese somática direta, os embriões se desenvolvem diretamente do 

tecido do explante. Alternativamente, na embriogênese somática indireta ocorre um 

passo intermediário à formação dos embriões que é a de formação de calos. O calo é 
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geralmente considerado uma massa desorganizada de células desdiferenciadas em 

divisão exibindo diferentes graus de diferenciação, que são capazes de mudar o destino 

celular em resposta a sinais hormonais (Williams e Maheswaran 1986; Guerra et al. 

1999; Loyola-Vargas e Ochoa-Alejo 2016). 

Durante a embriogênese somática, tanto na rota direta quanto na indireta, o 

embrião somático se desenvolve seguindo as mesmas seqüências do desenvolvimento 

do zigótico, ou seja, a passagem pelos estágios globular, cordiforme, torpedo e 

cotiledonar em espécies dicotiledôneas. As células embriogênicas que dão origem aos 

embriões apresentam características comuns ao comportamento de células embrionárias 

em divisão ativa: tamanho reduzido, conteúdo citoplasmático denso, núcleos grandes 

com nucléolos proeminentes, vacúolos pequenos e presença de grãos de amido (Guerra 

et al. 1999). 

O processo de embriogênese somática indireta é dividido em várias etapas, 

sendo elas: iniciação do cultivo in vitro de tecido primário (explante) em meio 

geralmente contendo reguladores de crescimento para a indução de calos, 

principalmente, uma auxina; proliferação ou multiplicação de cultivos embriogênicos, 

igualmente suplementado com reguladores de crescimento; pré-amadurecimento dos 

embriões somáticos, realizada em meio sem reguladores; amadurecimento dos embriões 

somáticos e desenvolvimento de plântulas (von Arnold et al. 2002).  

O processo indução de calos a partir de células somáticas é um exemplo da alta 

plasticidade que as células vegetais exibem (Fehér 2015). Durante a fase inicial do 

cultivo in vitro e indução da embriogênese somática os explantes são expostos a um 

estímulo físico, químico ou biológico onde são desencadeados processos morfogênicos 

que permitem a formação de calos. Esta etapa é uma das mais críticas para o 

estabelecimento das culturas embriogênicas in vitro (Guerra e Nodari 2006). Diversos 

fatores influenciam na indução da embriogênese somática, como por exemplo, a fonte 

de explantes utilizados (tecidos embrionários ou juvenis) e, geralmente, as altas 

concentrações das auxinas a que são submetidos (Guerra et al. 1999; Viñas e Jiménez 

2011). 

Os calos foram caracterizados inicialmente pela biologia vegetal como o 

crescimento maciço e acúmulo de células associados a ferimentos. No entanto, a mesma 

palavra é usada mais amplamente na cultura de tecidos vegetais, se referindo a massas 

celulares desorganizadas e que apresentam células com vários graus de diferenciação 
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(Ikeuchi et al. 2013; Fehér 2015). Os calos podem ser classificados em diversos tipos, 

aqueles sem qualquer regeneração de órgão óbvia são tipicamente chamados calos 

friáveis ou compactos, enquanto aqueles apresentam embriões ou características 

celulares já relacionadas a formação de embriões são chamados calos embriogênicos 

(Ikeuchi et al. 2013).  

Os calos são classificados também dependendo de suas características celulares. 

Os calos embriogênicos apresentam certas características celulares como: um núcleo 

volumoso, centralmente posicionado, com um único nucléolo grande e uma alta relação 

núcleo: citoplasma, citoplasma denso com reservas de amido localizadas ao redor do 

núcleo. A parede contém poucos ou não possui plasmodesmos e um depósito de 

calosidades é encontrado com freqüência, o que contribui para espessamento da parede 

(Ling You et al. 2006; Sané et al. 2006; Verdeil et al. 2007). 

Os calos podem ser formados a partir de uma única célula diferenciada após essa 

ser dediferenciada ou ainda a partir de da multiplicação desordenada de células do 

tecido vegetal (Fehér 2015). Estas células dediferenciadas, chamadas também de stem 

cells são classificadas em diferentes níveis: células totipotentes, aquelas capazes de 

regenerar todo o corpo da planta, pluripontentes, capaz de dar origem à maioria dos 

vários tipos de células, células multipotentes, capacidade de se desenvolver em mais de 

um tipo de célula do corpo e/ou células unipotentes, aquelas capazes de se desenvolver 

em apenas um tipo de célula (Fehér et al. 2003; Verdeil et al. 2007).  

Já a multiplicação de culturas embriogênicas consiste geralmente da redução nos 

níveis dos reguladores de crescimento do meio de cultura. Essa redução permite ciclos 

repetitivos de divisão celular e o controle dos processos de diferenciação, promovendo a 

proliferação das massas de calos formadas anteriormente (Guerra et al. 1999). 

A etapa de desenvolvimento ou diferenciação de embriões somáticos consiste no 

cultivo de massas pró-embriogênicas, em meios de cultura específicos, culminando com 

o aparecimento de estruturas embriogênicas em estágios característicos de 

desenvolvimento, como globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Viñas e Jiménez 

2011). Ressalta-se que em monocotiledôneas, como as palmeiras, o estádio cordiforme 

não é observado, já que exibem somente um cotilédone (Kaplan e Cooke 1997).  Uma 

vez diferenciados, os embriões somáticos passam então por um processo de 

amadurecimento, onde são estimulados a acumular reservas para a próxima etapa de 
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desenvolvimento, que é a conversão destes em plantas completas, já na fase de 

germinação (Viñas e Jiménez 2011).  

Durante o processo de embriogênese somática, a cultura em suspensão tem se 

mostrado uma técnica de grande importância para o desenvolvimento do material in 

vitro, por se tratar de uma ferramenta útil para a micropropagação. O cultivo em 

suspensão consiste na multiplicação e manutenção de células e/ou agregados, em forma 

de suspensão em meio líquido. Esta técnica permite a obtenção de grandes quantidades 

de mudas com baixo custo de produção (Touchet et al. 1991; Sané et al. 2006; 

Palanyandy et al. 2013) Ele tem sido aplicado com sucesso em muitas espécies, tais 

como o Triticum aestivum (Vasil et al. 1990), Musa AAA cv Grand naine (Côte et al. 

1996), Coffea arabica (Etienne e Bertrand 2001), Phoenix dactylifera (Fki et al. 2003) e 

E. guineensis (Touchet et al. 1991; Kramut e S.Te-chato 2010). Além disso, suspensões 

embriogênicas também têm sido consideradas como um material promissor no 

melhoramento genético e conservação de recursos genéticos (Rival et al. 2013). 

Na maioria dos sistemas de cultura de tecidos, o padrão de desenvolvimento in 

vitro é determinado principalmente pela utilização de reguladores de crescimento 

(Kerbauy 2004; Janocha e Lohmann 2018). O uso de auxinas e a indução de calos são 

pré-requisitos fundamentais para a obtenção de célula com competência embriogênicas 

(Viñas e Jiménez 2011). Dentre as auxinas utilizadas para a indução da embriogênese 

somática, destacam-se o ácido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 – D) e o ácido 4-amino-3, 

5, 6-tricloropicolínico (Picloram), geralmente com o uso de altas concentrações (Fehér 

2008). A influência tanto do 2,4-D, quanto do Picloram, na indução da embriogênese 

somática é descrita por vários autores (Dudits et al. 1991; Titon et al. 2007; Loyola-

Vargas e Ochoa-Alejo 2016).  

A propagação in vitro a partir da embriogênese somática tem se mostrado útil 

para aquelas espécies que apresentam dificuldades de se propagar pela via assexual. Ela 

proporciona vantagens da alta taxa de multiplicação comparada a qualquer outro 

processo de propagação, permitindo estabelecer o período desejado para as obtenções de 

material propagativo e obter planta geneticamente igual à planta-mãe (Zimmerman 

1993; Ree and Guerra 2015).  

Nesse sentido, a embriogênese somática tem sido foco de estudo por vários 

pesquisadores. Protocolos de embriogênese somática já foram descritos para algumas 

espécies de palmeiras, como a P. dactylifera (Sharma et al. 1984; Fki et al. 2003; Sané 
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et al. 2006; Othmani et al. 2009), o E. guineensis (Ahee et al. 1981; Teixeira et al. 1993; 

Scherwinski-Pereira et al. 2010; de Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013), A. 

aculeata (Moura et al. 2009), E. oleracea (Scherwinski-Pereira et al. 2012) e B. 

gasipaes (Steinmacher et al. 2007b; Heringer et al. 2014).  

A exploração comercial da macaúba exige a utilização de tecnologias que 

possam propagar clones elite, pois como o programa de melhoramento genético para a 

espécie é lento, até que se obtenham materiais superiores, a seleções de genótipos 

poderia ser realizada a partir de populações naturais. E, por ser uma espécie com 

dificuldades de ser propagada vegetativamente por técnicas convencionais, a 

embriogênese somática se apresenta como ferramenta que permite na produção de 

mudas uniformes e em larga escala. 

Dessa forma, experimentos visando a embriogênese somática em macaúba se 

iniciaram com os trabalhos de Teixeira et al. (1986), Moura et al. (2009) e mais 

recentemente, Luis e Scherwinski-Pereira (2014) e (Granja et al. 2018), utilizando 

embriões zigóticos como fonte de explante e Padilha et al. (2015), e Meira et al. (2019) 

utilizando segmentos foliares como explantes. Estes autores obtiveram os primeiros 

resultados quanto à embriogênese somática da macaúba, embora estes resultados 

demonstrem certas dificuldades nas fases de maturação e desenvolvimento dos embriões 

somáticos. 

Assim, a embriogênese somática em macaúba, apesar de sua importância, ainda 

tem sido incipiente quanto aos resultados práticos e, principalmente, quando se objetiva 

regenerar plantas a partir de diferentes tecidos somáticos, muito embora já se conheçam 

algumas de suas repostas in vitro. Luis (2013) e Meira et al. (2019) apresentaram os 

primeiros resultados quanto à embriogênese somática a partir de tecido foliar de plantas 

adultas, sugerindo fatores envolvidos na indução de calos. Da mesma forma, Luis 

(2013) e Padilha (2013), trabalhando com TCL (“Thin Cell Layer”) de mudas de 

macaúba, obtiveram embriões somáticos, muito embora ainda apresentando deficiências 

nas fases de maturação e o desenvolvimento de tais embriões somáticos.  

Durante seus experimentos, Luis (2013) e Meira et al. (2019) observaram 

resultados significativos quanto a utilização da auxina Picloram, demonstrando que a 

utilização do regulador na concentração de 450 µM associado ao meio Y3 teve melhor 

efeito na formação de calos em explantes foliares de plantas adultas. 
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2.4 Estudos anatômicos e histológicos 

A análise anatômica e histológica envolve o emprego de variadas técnicas que 

permitem detalhar os eventos que ocorrem quando espécies vegetais são cultivadas in 

vitro. Desta forma, é possível, por exemplo, conhecer e acompanhar o desenvolvimento 

do material vegetal durante a indução da embriogênese somática. Além disso, permite 

melhor entendimento dos mecanismos celulares básicos envolvidos na aquisição de 

competência e histodiferenciação de embriões somáticos. Nesse sentido, alterações 

histológicas associadas com a posição e a atividade das células competentes têm sido 

bastante estudadas durante a embriogênese somática (Rodrigues et al. 2004; Gueye et al. 

2009b; Rocha et al. 2016a). 

Os métodos histoquímicos permitem o monitoramento da mobilização e síntese 

de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogênico. Desta forma, a 

dinâmica e o destino das células comprometidas com a embriogênese somática, a 

formação de um calo embriogênico e a subsequente diferenciação de embriões 

somáticos podem ser analisadas ao longo do tempo associando as alterações citológicas 

observadas com os padrões da aquisição de competências para a formação de embriões 

somáticos (Verdeil et al. 2001; Sané et al. 2006; Rocha et al. 2016a).  

Uma série de estudos descritivos do desenvolvimento de células ou grupos de 

células por técnicas histológicas usando microscopia de luz e eletrônica forneceu uma 

caracterização detalhada de eventos histológicos que determinaram a progressão de 

células somáticas para a formação de embriões se mostrado útil para o entendimento da 

embriogênese em várias espécies vegetais (Rocha et al. 2016b). Em palmeiras, há 

relatos para diversas espécies, como C. nucifera (Chan et al. 1998), E. edulis (Guerra e 

Handro 1998), P. dactylifera (Sané et al. 2006; Gueye et al. 2009a), B. gasipaes 

(Steinmacher et al. 2007b) e E. guineensis (Schwendiman 1988; de Carvalho Silva et al. 

2012).  

Estudos histológicos realizados por Guerra e Handro (1998), durante o cultivo in 

vitro de culturas embriogênicas oriundas de embriões zigóticos de E. edulis, observaram 

evidências da origem das massas meristemáticas a partir de tecidos da subepiderme. 

Além disso, esses autores descreveram os diferentes estágios de maturação dos 

proembriões e os embriões obtidos durante o processo. 

Sané et al. (2006) e Gueye et al. (2009b) descrevem em seus experimentos com 

P. dactylifera que o início da embriogênese somática está relacionada as divisões 
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celulares que ocorrem na área do parênquima perivascular (próxima a região do feixe 

vascular) em explantes foliares, nas primeiras semanas de cultivo in vitro. Além disso, 

Sané et al. (2006) observaram o surgimento de calos do tipo nodular, com 

características embriogênicas, surgindo do calo primário na região perivascular. 

O estudo anatômico relacionado com a embriogênese somática em macaúba vem 

sendo relatados por diversos pesquisadores (Bandeira 2008; Moura et al. 2009; Luis 

2013; Padilha 2013; Padilha et al. 2015; Meira et al. 2019). No entanto, os estudos ainda 

são incipientes quando se trata da formação de embriões somáticos utilizando-se folhas 

de plantas adultas como explantes. 

Bandeira (2008) observou em macaúba, por meio da análise anatômica de 

embriões zigóticos durante a indução da embriogênese somática, evidências de que 

proembriões somáticos surgiram a partir de regiões meristemáticas formadas de 

estruturas nodulares. Moura et al. (2009) constataram que a embriogênese somática 

obtida, em meio de indução, a partir de embriões zigóticos, originava-se de células do 

procâmbio ou de células perivasculares, que proliferavam produzindo massas 

meristemáticas.  

Padilha (2013), utilizando-se da indução da embriogênese somática em macaúba 

por meio da técnica do TCL em folhas de plântulas produzidas in vitro, observou que os 

calos se originam do parênquima perivascular e os embriões somáticos de células da 

periferia do calo. Já Luis (2013) e Meira et al. (2019) trabalhando com folhas imaturas 

de plantas adultas observaram que o início da formação de calos ocorreu por meio de 

divisões celulares das células dos feixes vasculares das folhas, possivelmente, de células 

procambiais, além das características relacionadas à estrutura dos diferentes tipos de 

calos formados. Além disso, Meira et al. (2019) demonstrou pela análise histoquímica o 

acúmulo de amido durante o processo de embriogênese somática foi concentrada perto 

dos centros em intensa divisão celular, próxima as regiões de formação de calo. Além 

disso, descreveu a ontogênese de calos e embriões somáticos, definindo marcadores 

morfoanatômicos de calos embriogênicos (calos nodulares amarelos com predomínio de 

células meristemáticas). 
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2.5 Bioquímica Vegetal 

A análise bioquímica envolve o emprego de variadas técnicas que permitem 

avaliar os eventos que ocorrem durante o cultivo in vitro de espécies vegetais. Ela 

permite realizar uma varredura de grandes populações de moléculas que afetam um 

determinado processo biológico (Alberts et al. 2007). 

Assim, uma grande quantidade de informações é obtida a partir de estudos 

bioquímicos conduzidos durante embriogênese somática. Estes estudos contribuem para 

a otimização da técnica, incluindo informações associadas à indução de competência 

embriogênica e compreensão da totipotência em plantas superiores. Além disso, o 

entendimento da mobilização de reservas nas fases de maturação e regeneração de 

embriões somáticos, e formação de plantas anormais auxiliam no estabelecimento do 

protocolo para a embriogênese somática (Pescador et al. 2008; Wu et al. 2009; Normah 

et al. 2013). 

Compostos como carboidratos, lipídios, aminoácidos e proteínas estão 

envolvidos nos processos de desenvolvimento vegetal (Guerra et al. 1999; Nascimento-

Gavioli et al. 2017a). Nieves et al. (2003) e Mahmud et al. (2015) compararam calos 

embriogênicos e não embriogênicos de cana-de-açúcar para determinar a possível 

relação entre certos metabólitos e a embriogênese somática. Diferenças claras entre dois 

tipos de calos foram relatadas com base em sua caracterização bioquímica. Com base 

nesses relatos, as análises desses compostos podem trazer respostas que contribuem 

para determinar importantes biomarcadores de metabólitos, diferenciando os níveis ou 

estágios da embriogênese somática (Maadon et al. 2016).  

Carboidratos são as principais fontes de energia para as células e fornecedores 

de carbono estruturais para processos biossintéticos. Além disso, também atuam como 

agentes osmóticos e contribuem para a manutenção da integridade da membrana 

plasmática (Pareddy e Greyson 1989; Tremblay e Tremblay 1991; Thelander et al. 

2018). Durante a embriogênese somática, eles estão relacionados à diferenciação de 

calos embriogênicos e não embriogênicos, além do desenvolvimento da regeneração e 

maturação de embriões somáticos (Martin et al. 2000; Gomes et al. 2017). 

Os aminoácidos constituem outro importante grupo de compostos. Além de 

serem os componentes básicos de proteínas, também são precursores de vários 

compostos bioquímicos, como os ácidos nucléicos e as substâncias nitrogenadas do 

metabolismo secundário, como os fitorreguladores (Ortiz-Lopez et al. 2000). Dessa 
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forma, a síntese de aminoácidos é responsável direta e indiretamente por praticamente 

todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento da planta e são analisados como 

possíveis marcadores do comportamento celular (Niemenak et al. 2008; Nascimento-

Gavioli et al. 2017b). 

Durante a embriogênese somática, as quantidades de aminoácidos aumentam e 

diminuem rapidamente durante as diferentes etapas do desenvolvimento, demonstrando 

assim, a ligação desses compostos vegetais com esta importante rota de 

desenvolvimento, destacando-se os aminoácidos prolina, serina e tirosina (Sen et al. 

2002). Dessa forma, os meios de cultura são freqüentemente suplementados com 

aminoácidos, com o intuito de favorecer o desenvolvimento de culturas embriogênicas 

(Scherwinski-Pereira et al. 2010; de Carvalho Silva et al. 2012). 

As proteínas também constituem um importante grupo de compostos vegetais. 

Estes são o principal componente macromolecular das células, formadas por seqüências 

específicas de aminoácidos, ou seja, cada proteína é formada por uma sequência única, 

que determina sua função dentro da célula vegetal. Dentre as várias funções 

desempenhadas pelas proteínas, destacam-se: o transporte de substâncias para dentro e 

para fora das células, a resistência e a adaptação da planta a estresses abióticos, o 

acúmulo de compostos de reserva e a manutenção do crescimento das células, tecidos e 

órgãos vegetais (Alberts et al. 2007; Sghaier-Hammami et al. 2009b). 

No desenvolvimento embriogênico, estudos vêm demonstrando à ocorrência de 

um aumento no conteúdo das proteínas totais. É percebido não só a síntese de proteínas 

de reserva, mas também do acúmulo de proteínas relacionadas ao estresse e de outras 

classes de proteínas. Alem disso, também sintetizadas durante o desenvolvimento do 

embrião, como aquelas relacionadas à respiração (glicólise, ciclo de Krebs e 

fosforilação oxidativa), à biossíntese de carboidratos e ao metabolismo de aminoácidos 

(Aberlenc-Bertossi et al. 2008; Cangahuala-Inocente et al. 2009; Sghaier-Hammami et 

al. 2009a) 

2.6 Avaliação da expressão de genes por RT-qPCR 

A reação quantitativa em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) é uma 

técnica padrão na maioria dos laboratórios. É uma técnica onde a coleta de dados ocorre 

ao longo do processo de uma PCR comum, baseada no processo de transcriptase 

reversa (RT), combinando amplificação e detecção em um único passo. Isso é 
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alcançado usando uma variedade de diferentes compostos fluorescentes que 

correlacionam com o produto de PCR gerando uma intensidade de fluorescência (Wong 

e Medrano 2005). Dessa forma, a RT-qPCR é uma grande ferramenta para quantificação 

dos níveis de expressão de genes e tem possibilitado verificar esta expressão entre 

diferentes amostras biológicas (Taylor et al. 2010).  

No entanto, fatores como a escolha de genes referência apropriados e tratamento 

da análise dos dados em softwares é de fundamental importância para se obter 

resultados precisos.Os genes de referencia são aqueles que apresentam uma expressão 

uniforme na maioria dos tecidos, apesar deles poderem variar em diferentes fases de 

desenvolvimento, tratamentos biológicos e condições ambientais (Expósito-Rodríguez 

et al. 2008), sendo assim necessário análises de estabilidade destes. A estabilidade dos 

genes de referência é determinada partindo do princípio que dois genes normalizadores 

ideais possuem razões de expressão idênticas em todas as amostras, independentemente 

das condições ambientais e experimentais. Assim, um valor de estabilidade do gene (M) 

baixo indica expressão mais estável (Kozera e Rapacz 2013; Santos et al. 2018). 

A análise dos dados de qPCR é uma parte crucial de todo o experimento, o que 

levou ao desenvolvimento de uma infinidade de métodos. As ferramentas lançadas 

cobrem partes específicas do fluxo de trabalho ou fornecem soluções completas de 

análise (Pabinger et al. 2014). Dentre estes softwares utilizados para a identificação e a 

classificação dos genes de referência mais adequados destaca-se o geNorm. Este 

programa determina os genes de referência mais estáveis além de determinar também 

quantos genes de referência são necessários para que a normalização seja segura 

(Vandesompele et al. 2002). Outra ferramenta usada é o Software de expressão relativa 

REST (REST ©), baseado no modelo Pfaffl (2001), combina quantificação e 

normalização de genes em um único cálculo. Este modelo incorpora as eficiências de 

amplificação dos genes alvo e de referência (normalização) para corrigir as diferenças 

entre os dois ensaios. 

2.7 Hibridização in situ 

A hibridização in situ é uma técnica citoquímica para localização de DNA 

específico ou seqüências de RNA dentro de um organismo. Ao contrário das 

transferências Northern e Southern blot, em que os ácidos nucléicos são primeiro 

isolados e depois separados por eletroforese antes da sondagem, na hibridação in situ, as 
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seqüências alvo são deixadas no interior do tecido. Assim sendo, a hibridação in situ 

depende do pareamento entre dois polinucleotídeos com seqüências complementares 

(comumente denominado de hibridação) (Wilkinson 1992; McFadden 1995). 

A hibridização in situ é realizada pelo preparo de uma sonda de um gene 

específico adequadamente concebido. Esta sonda ao ser aplicada para o tecido 

previamente preparado e submetido à hibridização com as seqüências alvo 

complementares. Dessa forma, torna-se visível com alguma forma de marcador, sendo 

assim possível determinar sua localização (Tsai e Harding 2013). 

Aplicada corretamente, a técnica de hibridização in situ fornece informações 

precisas sobre a localização de uma seqüência específica de DNA ou RNA. É uma 

ferramenta extremamente poderosa para estudar a expressão específica no tecido 

(McFadden 1995). 

Na cultura de tecidos vem sendo relatados diversos trabalhos da utilização da 

técnica para verificar expressão de genes durante o processo de desenvolvimento in 

vitro. Sobretudo, utilizando o gene SERK, por ser este relacionado com aquisição da 

competência embriogênica. Dentre estes trabalhos estão: SERK em Daucus carota 

(Schmidt et al. 1997), SERK em Helianthus annuus (Thomas et al. 2004), SERK em C. 

nucifera (Pérez-Núñez et al. 2009), CDKA em Cocos nucifera (Montero-Cortés et al. 

2010) e SERK em Ananas comosus (Ma et al. 2012). Em Arabidopsis a expressão foi 

detectada em quatro locais: em calos embriogênicos, onde os embriões foram 

desenvolvidos, nas partes basais dos embriões, nas camadas externas dos cotilédones e 

nos tecidos provasculares dos embriões somáticos em desenvolvimento (Hecht et al. 

2001). 

Dentre as palmeiras, Pérez-Nuñez et al. (2009) ao analisar a expressão do gene 

SERK em C. nucifera pela técnica de hibridização in situ, constataram que a sua 

expressão pode ser detectada em tecidos embriogênicos antes que o desenvolvimento 

embrionário possa ser observado. Em contraste aos tecidos não embriogênicos, onde 

não foi detectado ou apresentou níveis mais baixos. Estes dados sugerem que a 

expressão do gene SERK está associada à indução de embriogênese somática e que 

pode ser um potencial marcador de células competentes para formar embriões somáticos 

em tecidos cultivados in vitro. 
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2.8 Gene SERK 

As plantas possuem um grande número de receptores de sinais em sua superfície 

celular (Receptor-Like Kinases, RLKs) e proteínas semelhantes a receptores (Receptor-

Like Proteins, RLPs), muitos dos quais estão implicados na detecção de sinais 

extrínsecos e intrínsecos, e governam diversas respostas celulares. Dentre essas vias de 

sinalização, existe um pequeno grupo de RLKs conhecido como Somatic 

Embryogenesis Receptors Kinases (SERK). Como co-receptores comuns em diversos 

receptores de sinalização, os SERKs exibem plasticidade funcional e ainda mantêm um 

alto grau de especificidade de sinalização (Ma et al. 2016).  

Os SERKs são receptores de membrana que detectam um conjunto diverso de 

ligantes extracelulares e que retransmitem esses sinais para o citosol para desencadear 

respostas celulares específicas. Estes estão envolvidos em diversos aspectos do 

desenvolvimento das plantas, como o crescimento dependente de brassinoesteróides e 

fitossulfoquinas, diferenciação de células, a imunidade, a esporogênese masculina e o 

padrão estomático. Os SERKs formam uma parte integral do sistema imunológico da 

planta e regulam a morte celular (Brandt e Hothorn 2016; Ma et al. 2016). 

A embriogênese somática envolve diferentes eventos moleculares, incluindo a 

expressão de vários genes diferentes e várias rotas de sinais de transdução. Dentre estes 

genes, destaca-se o gene SERK, que foi originalmente identificado como um marcador 

da competência embrionária na cultura de células de cenoura (Schmidt et al. 1997), 

O gene SERK é um marcador potencialmente confiável da competência 

embriogênica, uma vez que vários homólogos são encontrados em tecidos 

embriogênicos de várias espécies vegetais (Toorn et al. 2015; Kumar e Van Staden 

2019). Dentre estas espécies vegetais, já foi descrito para algumas palmeiras como C. 

nucifera (Pérez-Núñez et al. 2009), P. dactilifera (Rekik et al. 2013) e E. guineensis 

(Angelo et al. 2013). 
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Capítulo 1 
FATORES ENVOLVIDOS COM A CALOGÊNESE VISANDO A 
EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM Acrocomia aculeata: MORFOANATOMIA E 
BIOQUÍMICA 
Resumo 
A Acrocomia aculeata é uma palmeira do Cerrado brasileiro que possui alto potencial 
para a produção de óleo vegetal. Sendo assim, esta espécie tem sido alvo para o 
melhoramento vegetal. Portanto, esse trabalho teve como objetivo induzir a calogênese 
em macaúba a partir de tecidos foliares de plantas adultas e elucidar os eventos 
morfoanatômicos e bioquímicos visando a embriogênese somática. Para isso, foram 
utilizadas folhas do palmito de três acessos diferentes e avaliou-se a influência da região 
do palmito e o seccionamento ou não do explante, a posição do explante no meio de 
cultivo e a combinação das auxinas Picloram e 2,4 – D na indução de calos. Na 
multiplicação dos calos foi testada a adição das poliaminas ao meio e para diferenciação 
em embriões somáticos, foram testados meios contendo diferentes combinações de 
auxinas e citocininas. Para a análise anatômica e bioquímica foram retiradas amostras 
oriundas das diferentes etapas do processo. A região do palmito proximal quando 
seccionada proporciona maior formação de calos aos 30 dias  (52,5%). Quando avaliado 
região, combinação de auxinas e posição percebeu-se que, quando posicionados 
verticalmente, explantes da região Mediana sob efeito de 450 µM de Picloram exibem 
maior percentual de calos (58,3%) aos 30 dias, enquanto aos 90 e 180 dias a região 
Distal e explantes posicionados horizontalmente apresentaram maior formação de calos. 
Quando avaliado os acessos, observou-se maior formação de calos no acesso Buriti 
Vermelho-DF (13%). Os tratamentos mostrados no presente trabalho ainda não são 
suficientes para a diferenciação de calos em embriões somáticos. No entanto, foi 
observado que a associação de ANA+2iP e 2,4–D+BAP foram importantes para 
manutenção dos calos. Anatomicamente, foi possível perceber que o explante inicial 
apresentava células meristemáticas e feixes vasculares pouco desenvolvidos. Na região 
Distal, aos 30 dias em meio de indução, apresentaram formação de calos na região 
central do feixe vascular de menor calibre, e aos 90 dias observou-se a formação de 
calos em diversos feixes vasculares de forma padronizada. Os calos em meio com 
associação de auxinas apresentaram características embriogênicas, como células 
maiores e mais vacuoladas, além de paredes celulares aparentemente mais espessas e 
acúmulo de amido na região central do calo. As análises bioquímicas dos teores de 
açúcares solúveis totais evidenciaram que antes da indução de calos (0 DAI), o acesso 
de Buriti Vermelho apresentou menor quantidade de açúcares solúveis totais (121,2 
µg/mgMS). Além disso, o calo nodular apresentou 212,6 µg/mg em relação ao calo 
alongado que exibiu 111,5 µg/mg. O resultado dos teores de amido apresentou 
diferenças apenas no início da indução de calos, sendo que Buriti Vermelho apresentou 
maiores teores. Os resultados dos teores de proteínas totais em razão do tempo de 
indução são maiores em todos os acessos no tempo inicial, em comparação aos 120 dias 
de indução. Além disso, o calo nodular apresentou maiores teores de proteínas (50,4 
µg/mgMS) que o calo alongado (8,03 µg). Nesse trabalho foram demonstrados fatores 
envolvidos na formação de calos em macaúba, porém com necessidade de otimização 
das etapas finais do processo, em especial, na diferenciação de embriões somáticos. Em 
função dos resultados obtidos, este trabalho apresenta-se como um modelo útil para a 
investigação dos eventos iniciais da embriogênese somática em palmeiras. 
Palavras-chaves: Embriogênese somática, calogênese, bioquímica, anatomia. Amido. 
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1 Introdução 

 

A Acrocomia aculeata (Macaúba) é uma importante espécie do Cerrado 

brasileiro. Conhecida pela alta produção de óleo, a macaúba apresenta alta 

produtividade em óleo entre as plantas oleaginosas (até 6.000 kg/ha) e, dada a qualidade 

do seu óleo, possui alto potencial para a produção de biodiesel (Cardoso et al. 2017). 

Exibe também alta plasticidade ambiental, podendo ser cultivada em regiões tropicais 

secas, e teoricamente, se mantêm produtiva por mais de 100 anos (Lorenzi 1992; 

Teixeira 2005). 

No entanto, a macaúba é uma planta que apresenta sua forma de exploração de 

forma extrativista além de ser incipientemente domesticada (Lopes et al. 2018). Dessa 

forma, a sua exploração comercial dependente do desenvolvimento de tecnologias que 

incluam a seleção de genótipos. Genótipos superiores podem ser selecionados de 

populações naturais de plantas, porém, apresentam dificuldades de serem propagados 

vegetativamente por meio de técnicas convencionais, fato que dificulta que genótipos 

superiores possam ser multiplicados para plantios comerciais (Clement 1999; Lorenzi e 

Negrelle 2006) 

Portanto, é necessária a propagação do genótipo com características importantes. 

A embriogênese somática é uma técnica importante a ser utilizada por permitir 

inúmeros clones. A embriogênese somática é uma via morfogênica para regeneração in 

vitro de plantas, sendo definida como o processo pelo qual células ou tecidos somáticos, 

sob condições experimentais favoráveis, são induzidos a formar embriões somáticos 

bipolares, semelhantes aos embriões zigóticos, mas que não é produto da fusão de 

gametas (Williams e Maheswaran 1986). 

Assim, a embriogênese somática tem se mostrado útil para a propagação in vitro 

daquelas espécies que apresentam dificuldades de se propagar pela via assexual, além 

de ser uma importante ferramenta para o melhoramento vegetal. Protocolos de 

embriogênese somática já foram descritos para algumas espécies de palmeiras, como a 

P. dactylifera (Sharma et al. 1984; Fki et al. 2003; Sané et al. 2006; Othmani et al. 

2009), o E. guineensis (Ahee et al. 1981; Teixeira et al. 1993; Scherwinski-Pereira et al. 

2010; de Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013), A. aculeata (Moura et al. 

2009), E. oleracea (Scherwinski-Pereira et al. 2012) e B. gasipaes (Steinmacher et al. 

2007b; Heringer et al. 2014). 
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Em macaúba, o uso da técnica foi relatada inicialmente utilizando embriões 

zigóticos como fonte de explante por Teixeira et al. (1986), Moura et al. (2009) e, mais 

recentemente por Luis e Scherwinski-Pereira (2014). Luis (2013) e Meira et al. (2019a) 

apresentaram os primeiros resultados quanto à embriogênese somática a partir de tecido 

foliar de plantas adultas. Além disso, para melhor entendimento da técnica e otimização 

em macaúba, faz-se necessário análise mais aprofundadas como analises anatômicas e 

bioquímicas do desenvolvimento in vitro. 

Devido à insuficiência de relatos da embriogênese somática e a necessidade da 

propagação da A. aculeata, o objetivo desse trabalho foi induzir a calogênese em 

macaúba a partir de tecidos foliares de plantas adultas e elucidar os eventos 

morfoanatômicos e bioquímicos durante o processo. 

2 Material e Métodos 

2.1 Material vegetal 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos II 

(LCT-II), localizado na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, situado em 

Brasília, DF.  

Como explante inicial foram utilizadas folhas jovens, ainda não expandidas e 

aclorofiladas (palmito) de Acrocomia aculeata. Para os experimentos abordados nos 

tópicos 3.2.1 e 3.2.2 os materiais propagativos foram provenientes de plantas adultas 

selecionadas de populações naturais localizadas na região rural próxima ao Setor 

Habitacional Fercal em Sobradinho, DF (15°35’37.6’’S, 47°54’36.1’’WO). Para a 

realização de um terceiro experimento (tópico 3.2.3), os explantes foram obtidos a partir 

de plantas adultas de três acessos do Campo Experimental da Embrapa Cerrados, 

Planaltina, DF. Estes acessos possuem oito anos de idade e as mudas foram 

provenientes de sementes coletadas em três locais: Tiros – MG, Carmo do Paranaíba – 

MG e Buriti Vermelho – DF (Figura 1). 
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Figura 1 Localização geográfica dos parentais das matrizes de macaúba provenientes da 
Embrapa Cerrados, utilizadas como fontes dos palmitos para os experimentos de 
calogênese visando a embrigênese somática. 

 

Os palmitos foram coletados evitando-se o máximo de danos das plantas 

matrizes, as mantendo-as vivas e com capacidade de rebrota (Figura 2). Para a retirada 

de cada palmito, efetuou-se primeiramente a desfolha da planta, retirando as folhas 

velhas mais externas e, uma vez identificada a região próxima ao meristema, realizou-se 

um corte horizontal e imediatamente acima dessa região (cerca de 10 cm acima do 

meristema apical da planta). Em seguida, a região de corte da planta foi coberta e 

protegida para sua recuperação. Ressalta-se a importância do sucesso em manter a 

planta matriz viva e capaz de rebrotar para novos estudos da mesma planta selecionada. 
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Figura 2 Coleta do palmito da macaúba para os experimentos de indução da calogênese 
visando a embrigênese somática (A-E) e planta regenerada pós extração do palmito (F). 
A: Retirada das folhas mais externas com ajuda de motosserra com extensor; B: Região 
próxima ao meristema; C: Região de corte do palmito com aproximadamente 10 cm de 
distância do meristema; D: Superfície do estipe da planta mostrando a região de retirada 
do palmito; E: Planta em início de regeneração; F: Planta totalmente regenerada. 
 

Após coletado em campo, o material vegetal foi conduzido ao laboratório e 

submetido ao processo de limpeza e de redução do tamanho para 30 cm de comprimento 

(Figura 3A-F). Em seguida, o palmito formado exclusivamente por folhas aclorofiladas 

foi desinfestado em condições de câmara de fluxo laminar, pela imersão em álcool 

etílico 70% (v/v) por três minutos, hipoclorito de sódio (NaOCl) (2,5% de cloro ativo) 

por 20 minutos, seguida de tríplice lavagem em água destilada e autoclavada. Uma vez 

realizada a desinfestação, com o auxílio de pinças e bisturis, as folhas foram excisadas 
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em explantes de 1,0 cm2, as quais foram padronizados mantendo-se três lâminas de 

folhas/explante, obtendo, desta forma, os propágulos para os experimentos in vitro 

(Figura 3G). 

 

 

Figura 3 Procedimento de limpeza e assepsia do material no laboratório para indução da 
calogênese visando a embrigênese somática. A: Material proveniente do campo; B: 
Palmito pós extração das folhas mais externas; C: Palmito reduzido para 30 cm de 
comprimento; D: Assepsia realizada em proveta dentro de câmara de fluxo laminar; E: 
Material asséptico para a introdução in vitro; F: Divisão do palmito em três partes 
iguais; G: Inoculação dos explantes 
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2.2 Indução da calogênese visando a embrigênese somática  

2.2.1 Influência da região do palmito e seccionamento do explante  

Neste primeiro experimento avaliou-se a influência da região do palmito 

utilizada como fonte de explante e o seccionamento ou não do explante, a fim de 

aumentar a superfície de contato com o meio de cultivo. Para tanto, o palmito foi 

dividido em três regiões: Proximal (mais próxima ao meristema), região Mediana (meio 

do palmito) e região Distal (a mais distante do meristema). Já para avaliação da 

influência do tipo de seccionamento do explante, foram realizados cortes transversais no 

sentido do feixe vascular, com o propósito de aumentar a superfície de contato do 

explante ao meio de cultivo, sendo denominado corte do tipo cortina, além de explantes 

do tipo padrão (Figura 5, tópico 4.1.2). 

Foi utilizado o meio de cultivo composto de sais do meio de cultura Y3 

(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado 

com 30 g.L-1 de sacarose, 500 mg.L-1 de glutamina, 500 mg.L-1 de caseína hidrolisada, 

500 mg.L-1  de cisteína, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 2,5 g.L-1 de carvão ativado, sendo 

o meio solidificado com 2,3 mg.L-1  de Phytagel®. A auxina Ácido 4-amino-3, 5, 6-

tricloro- picolínico (Picloram) foi adicionada ao meio na concentração de 450 µM, 

como descrito em Meira et al. (2019b, in press).  

A percentagem de explantes oxidados (com superfície com mais de 50% de 

oxidação) e a percentagem de explantes com formação de calo primário (sem considerar 

a quantidade e a qualidade do calo) foram determinadas aos 30, 90 e 180 dias de cultivo 

in vitro. A percentagem de explantes oxidados foi obtida através da razão entre a 

quantidade de explantes oxidados e o número total de explantes por placa, multiplicada 

por 100. A percentagem de explantes com calo primário foi calculada da mesma forma 

supracitada.  

Nesse experimento, adotou-se delineamento experimental inteiramente 

casualizado, em esquema fatorial 3x2 (regiões do palmito - Distal, Mediana e Basal - e 

seccionamento do explante - padrão e cortina), totalizando 6 tratamentos. Cada 

tratamento foi formado por 13 repetições, cada uma delas formadas por 6 explantes. Os 

dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo 

teste de Scott-Knott a 5% de significância utilizando software R (R Development Core 

Team 2008). 
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2.2.2 Influência da região do palmito, posição do explante no meio de cultivo e 

combinação de auxinas 

Um segundo experimento foi realizado com objetivo de avaliar a influência da 

região do palmito. Neste experimento, o palmito foi dividido em duas regiões (Distal e 

Mediana), e os explantes foram posicionados horizontal (porção adaxial em contato com 

o meio) e verticalmente (posição semelhante ao observado na planta). O posicionamento 

vertical visou manter o mesmo sentido dos vasos condutores encontrados na planta no 

campo. Para a avaliação da influência da combinação de auxinas, a auxina Picloram foi 

adicionada ao meio na concentração de 450 µM combinada com as concentrações 0, 

150, 300 e 450 µM do ácido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4 – D). 

Foi utilizado o meio de cultura composto de sais do meio de cultura Y3 

(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado 

com 30 g.L-1 de sacarose, 500 mg.L-1 de glutamina, 500 mg.L-1 de caseína hidrolisada, 

500 mg.L-1  de cisteína, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 2,5 g.L-1 de carvão ativado, sendo 

o meio solidificado com 2,3 mg.L-1  de Phytagel®. 

As avaliações quanto formação de calos foram realizadas aos 30, 90 e 180 dias 

de indução, conforme mencionado no tópico 3.2.1. O delineamento experimental 

utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial triplo (2x2x4): regiões do 

palmito (Distal e Mediana), posição do explante (horizontal e vertical) e concentração 

de 2,4-D (0, 150, 300 e 450 µM combinadas com 450 µM Picloram), totalizando 16 

tratamentos. O experimento foi formado com oito repetições cada e 6 explantes por 

repetição. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as 

médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância utilizando software 

R (R Development Core Team 2008). 

2.2.3 Influência dos acessos 

Realizou-se um terceiro experimento visando avaliar a influência de três 

diferentes acessos na indução de calos. Para tanto, foram coletados dois palmitos 

(Coleta 1 e Coleta 2) de cada acesso e inoculados em meio de cultura Y3 (Eeuwens, 

1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 

g.L-1 de sacarose, 500 mg.L-1 de glutamina, 500 mg.L-1 de caseína hidrolisada, 500 
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mg.L-1  de cisteína, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 2,5 g.L-1 de carvão ativado. A auxina 

Picloram foi adicionada ao meio na concentração de 450 µM.  

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 20 

repetições por tratamento e 6 explantes por repetição. Os dados obtidos foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de 

Scott-Knott a 5% de significância utilizando software R (R Development Core Team 

2008). 

 

2.2.4 Características de cultivo comuns aos experimentos de indução de calos 

Durante os experimentos de indução de calos, os explantes foram transferidos 

para novo meio com a mesma composição a cada 60 dias, cultivados em placas de Petri 

(15 x 90 mm) na ausência de luz e em sala de cultivo com temperatura de 25±2°C. 

Todos os meios de cultivo foram solidificados com 2,2 g.L-1 de Phytagel (Sigma, 

St. Louis, MO) e o pH ajustado para 5,8±0,1 antes da esterilização que foi realizada por 

autoclavagem à 120 °C e 1 atm de pressão por 20 minutos. 

2.3 Multiplicação de calos 

Durante a etapa de multiplicação, os calos obtidos durante a fase de indução 

foram separados dos explantes e mantidos em meio com a concentração de Picloram 

reduzida para 225 µM. Nesta fase, foi testada a adição das poliaminas Espermidina e 

Putrescina ao meio de cultivo, nas concentrações de 100 µM e 1000 µM, 

respectivamente, por 120 dias. Os calos foram mantidos em meio de cultura Y3 

(Eeuwens 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige and Skoog 1962), 

suplementado com 30 g.L-1 de sacarose, 500 mg.L-1 de glutamina, 500 mg.L-1 de 

caseína hidrolisada, 500 mg.L-1  de cisteína, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 2,5 g.L-1 de 

carvão ativado. O meio foi solidificado com 2,2 g.L-1 de Phytagel (Sigma, St. Louis, 

MO) e o pH ajustado para 5,8±0,1 antes da esterilização, realizada por autoclavagem à 

120 °C e 1 atm de pressão por 20 minutos. Nesta etapa, os calos foram pesados em 

balança de precisão no início e após 120 dias de cultivo para verificar a taxa de 

multiplicação. 



47 

 

2.4 Diferenciação de calos em embriões somáticos 

Tentativamente foram realizados dois experimentos para a diferenciação dos 

calos embriogênicos, oriundos dos experimentos anteriores, em embriões somáticos. No 

primeiro experimento, os calos foram inoculados em meio contendo diferentes 

concentrações de N6-Benzilaminopurina (BAP) (0,0; 4,43, 8,86, 17,72 e 35,44 µM), 

combinadas com 0,54 µM de ácido naftalenoacético (ANA). No segundo experimento, 

os calos foram inoculados em meio com combinações de auxinas e citocininas em 

concentrações pré-estabelecidas, como segue: 10 µM de Picloram, 4 µM de 2,4-D e 0,54 

µM de ANA, combinadas com 4,43 µM de BAP ou 12,3 µM de 2-isopenteniladenina 

(2iP). Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: ANA + BAP (T1), ANA + 2iP 

(T2), 2,4 - D + BAP (T3), 2,4 - D + 2iP (T4), Picloram + BAP (T5), Picloram + 2iP 

(T6), BAP (T7) e 2iP (T8). Nestas condições, os materiais foram cultivados por 90 dias. 

Durante os dois experimentos, os calos foram mantidos em meio de cultura Y3 

(Eeuwens, 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado 

com 20 g.L-1 de sacarose, 500 mg.L-1 de glutamina, 500 mg.L-1 de caseína hidrolisada, 

500 mg.L-1  de cisteína, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 300 mg.L-1 de carvão ativado. O 

meio foi solidificado com 2,2 g.L-1 de Phytagel (Sigma, St. Louis, MO) e o pH ajustado 

para 5,8±0,1 antes da esterilização realizada por autoclavagem à 120 °C e 1,3 atm de 

pressão por 20 minutos. 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco 

repetições por tratamento e cinco calos por repetição. Os dados obtidos foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de 

Scott-Knott a 5% de significância utilizando software R (R Development Core Team 

2008). 
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Tabela 1. Composição dos meios de cultura utilizados durante os experimentos de 

indução, multiplicação de calos e diferenciação de embriões somáticos, a partir 

segmentos foliares de Acrocomia aculeata. 

Componentes Indução de calos Multiplicação Diferenciação de embriões somáticos 

Meio de cultura Y3 Y3 Y3 

Vitaminas MS MS MS 

Picloram 450 µM 225 µM 10 µM 

2,4 - D - - 4 µM 

ANA - - 0,54 µM 

BAP - - 4,43 µM 

2iP - - 12,3 µM 

Putrescina - 1000 µM - 

Espermidina - 100 µM - 

Sacarose 30 g.L-1 30 g.L-1 20 g.L-1 

Carvão ativado 2,5 g.L-1 2,5 g.L-1 300 mg.L-1 

Phytagel 2,2 g.L-1 2,2 g.L-1 2,2 g.L-1 

 

2.5 Análise anatômica e histoquímica 

Para a análise anatômica e histoquímica foram retiradas amostras do material in 

vitro oriundas das diferentes etapas do processo. As amostras do material vegetal se 

constituíram de folhas imaturas das regiões Mediana e Distal após 0, 30 e 90 dias em 

meio de indução (experimento 1.2.2), além de calos da etapa de multiplicação e dos 

diferentes tratamentos da etapa de diferenciação.  

Para o preparo do material para as análises anatômicas e histoquímica foi 

seguido o seguinte protocolo: as amostras foram fixadas em solução Karnovsky 

(Karnovsky 1965) (paraformaldeído 4%, glutaraldeído 2,5% e tampão cacodilato de 

sódio 0,05 M (pH 7,2) por um período de 24h, sob vácuo durante a primeira hora. 

Depois de fixadas, as amostras foram desidratadas em uma série etanólica crescente (30 

- 100%) por 1 hora cada e infiltradas em historresina (Leica, Heidelberg, Alemanha), 

segundo as especificações do fabricante. Posteriormente, secções (3-7 µm) foram 
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obtidas em micrótomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidos e aderidos às 

lâminas microscópicas em placa aquecida a 40 °C.  

As secções foram coradas com azul de toluidina (O’Brien et al. 1964), para a 

análise estrutural, e coradas com Periodic Acid Schiff – PAS (O’Brien and McCully 

1981) para identificação de polissacarídeos neutros. Os resultados foram registrados em 

microscópio acoplado a um computador com um software de captura de imagens 

(Software LAS EZ 2.0). 

2.6 Análise bioquímica 

Para a análise bioquímica foram retiradas amostras de folhas dos três acessos no 

momento do estabelecimento do experimento (dia inicial) e aos 90 e 120 dias de cultivo 

em meio de indução de calos (experimento mencionado no tópico 3.2.3). Além disso, 

amostras de calos embriogênicos e não embriogênicos dos demais experimentos 

também foram selecionadas para análise bioquímica. Todo o material foi congelado em 

nitrogênio líquido e armazenado em freezer a -80ºC. Posteriormente, as amostras foram 

liofilizadas por 48 horas e pulverizadas. Cada tratamento foi composto por três 

repetições.  

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em 

esquema fatorial triplo (3x2x2): acessos (Tiros – MG, Carmo do Paranaíba – MG e 

Buriti Vermelho – DF), coletas de dois palmitos de cada acesso e tempos de indução (0 

e 120 dias após indução), o que totaliza 12 tratamentos, com 3 repetições cada. Os 

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

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância utilizando-se do software R 

(R Development Core Team 2008). 

2.6.1 Açúcares solúveis totais 

A extração dos açúcares totais solúveis foi realizada segundo a metodologia 

descrita por Pescador et al. (2008). Para tanto, 10 mg de massa seca das amostras 

pulverizadas foram submetidas à extração em 500 µL de etanol 80% a 80 ºC por 20 

minutos. Após a incubação, os tubos foram centrifugados a 10.000 xg (Hermle, Z326k, 

Alemanha) por 10 minutos e os sobrenadantes foram coletados. Os resíduos foram re-

extraído mais três vezes e novamente centrifugado, com os sobrenadantes das quatro 
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extrações etanólicas reunidos em novos tubos plásticos, totalizando dois mL de 

sobrenadante. 

A quantificação de açúcares solúveis totais foi realizada seguindo metodologia 

fenol-sulfúrico, descrita por Dubois et al. (1956). Foram pipetados 10 µL das amostras 

em tubos de ensaio e adicionados 490 µL de água Milli-Q, 500 µL de solução de fenol 

5% e 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado. Após 5 minutos de repouso em 

temperatura ambiente, foi realizada a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro 

(Shimadzu UV 1800, Japão) a 490 nm. Como tratamento controle foi utilizado uma 

solução com 0,5 mL de água Milli-Q, 0,5 mL de solução de fenol 5% e 2,5 mL de ácido 

sulfúrico concentrado. Todas as análises foram realizadas em triplicata e quantificadas 

com base na curva padrão da glucose, com concentrações de 0, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 

µg/mL. 

2.6.2 Amido 

A extração e quantificação do amido foram realizadas segundo o método 

enzimático descrito por Amaral et al. (2007). Para tanto, os 10 mg de massa seca das 

amostras que foram submetidas a extração de açúcares solúveis totais na etapa anterior 

foram armazenadas após separação da fase etanólica. Em seguida, o pellet formado foi 

seco em Speed Vac. 

Às amostras liofilizadas foram adicionados 0,5 mL (120 U.mL-1) de alfa-amilase 

termoestável do Bacillus licheniformis (Megazyme®), diluída em tampão MOPS (ácido 

3-(n-morfolino) propanosulfônico) 10 mM pH 6,5. Em seguida, as amostras foram 

incubadas a 75 ºC por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais uma vez, 

totalizando 120 unidades de enzima. Posteriormente, foi então adicionada as amostras 

uma solução contendo 0,5 mL (30 U.mL-1) de amiloglucosidase (AMG) de Aspergillus 

niger (Megazyme®), em tampão acetato de sódio 100 mM, pH 4,5, seguido pela 

incubação das amostras a 50 ºC por 30 minutos. Este procedimento foi repetido mais 

uma vez, totalizando 30 unidades de enzima. Após as quatro incubações, foram 

acrescentados 100 µL de ácido perclórico 0,8 M para interromper a reação. Após rápida 

centrifugação a 10.000 rpm por 2 minutos, alíquotas de 2 µL das amostras e 18 µL de 

água Milli-Q foram pipetadas em microplacas e incubadas por 15 minutos a 37 ºC com 

300 µL de solução GODPOD (Glicose PAP Liquiform/ Centerlab®). Após a incubação, 

o teor de amido foi determinado leitor de microplacas Elisa a 505 nm. Todas as análises 
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foram realizadas em triplicata com base na curva padrão da glucose com concentrações 

de 0,0; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5 e 1 mg/mL. 

2.6.3 Proteínas totais 

Para a extração das proteínas totais foram coletados 10 mg de massa seca das 

amostras, adicionados um mL de tampão PBS e macerados com ajuda de gral e pistilo. 

Logo em seguida, foi adicionado mais um mL de tampão PBS e coletados em 

microtubos de 2 mL de capacidade. As amostras passaram por vortex durante um 

minuto e em seguida foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos à temperatura de 

8ºC. Após isso, o sobrenadante foi transferido para novos microtubos e armazenado. 

A quantificação foi realizada de acordo com o método descrito por Bradford 

(1976). Para tanto, foram pipetados 12 µL das amostras em microplacas e foram 

adicionados 180 µL de reagente Bradford 50%. Após 5-10 minutos de repouso, foi 

realizada a leitura das absorbâncias em espectrofotômetro a 595 nm. Todas as análises 

foram realizadas em triplicata e com base na curva padrão da albumina de soro bovino 

(BSA), com concentrações de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2,0 e 2,4 µg 

 

3 Resultados 

3.1 Indução de calos 

3.1.1 Influência da região do palmito e seccionamento do explante  

3.1.1.1 Formação de calos  

Verificaram-se respostas diferenciadas durante a fase inicial da indução de calos 

quanto à influência da região do palmito utilizada como fonte de explante e à superfície 

de contato do explante com o meio de cultura. Primeiramente, foi verificado 

intumescimento nos primeiros três dias, seguido de uma separação daqueles explantes 

que apresentavam mais de uma folha. Também se observou início de oxidação no local 

de seccionamento do explante do tipo cortina (Figura 4). 

Quanto à indução de calos, aos 30 dias foram avaliadas as primeiras respostas 

dos explantes ao meio de cultivo em cada região utilizada e nos explantes do tipo 

cortina e padrão. Estas primeiras respostas estão associadas à formação de calos, sendo 

verificada a presença de cristais nas bordas dos explantes, maior intumescimento e 



52 

 

superfícies irregulares (Figura 4B). Posteriormente, os calos foram observados, 

sobretudo, nas bordas seccionadas (Figura 4C) e sobre os folíolos (Figura 4D) daqueles 

explantes que apresentavam esse tipo de resposta inicial. Estes calos são 

predominantemente de formato alongado e de cor amarelo, sendo que posteriormente os 

calos nodulares foram formados a partir deste, conforme previamente descrito por Meira 

et al. (2019a). Também nesse período foram observados contaminações (dados não 

apresentados) com perda de repetições mesmo após o estabelecimento do experimento. 

 

 

Figura 4. Respostas do cultivo in vitro de explantes foliares de macaúba (Acrocomia 

aculeata), provenientes de diferentes regiões do palmito, seccionados ou não. A: Placas 
com explantes do tipo padrão (não seccionado) e cortina (seccionado). B: Formação de 
cristais na borda do explante. C: Explante do tipo cortina apresentando a formação de 
calos; observar oxidação no local de corte. D: Explante do tipo padrão apresentando 
formação de calos. Escalas: 2 mm 

 

A formação de calos primários avaliada aos 30 dias de indução, segundo as 

análises estatísticas, foi significativamente influenciada pelo tipo de explante (padrão e 

cortina) e regiões do palmito utilizadas. Conforme desdobramento (Figura 5), de modo 

geral, o explante do tipo cortina se sobressaiu em termos de formação de calos. Além do 

mais, não foram verificadas diferenças estatísticas entre as três regiões do palmito 
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quando se utilizou o explante padrão, diferentemente do observado para o explante 

seccionado (cortina). Quando se seccionou o explante, as regiões Mediana (39,7%) e 

Proximal (52,5%) exibiram maiores percentuais de calos formados que a Distal 

(10,2%). Salienta-se ainda, a precocidade da região Proximal, independentemente do 

tipo de explante utilizado, com relação à formação de calo.  

 

 

Figura 5. Percentuais de formação de calos em explantes foliares (padrão – sem 
seccionamento e cortina – com seccionamento) de macaúba (Acrocomia aculeata) 
proveniente de três diferentes regiões do palmito (Distal, Mediana e Proximal), após 30 
dias em meio de indução de calos. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças 
significativas entre os tipos de explantes (seccionados ou não) dentro de cada região do 
palmito e letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre as regiões, 
dentro de cada tipo de explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras 
representam erro padrão. 

 

Aos 90 dias foi verificado que houve diferenças estatísticas na formação de calos 

apenas entre os tipos de explantes na região Mediana, sendo 19,9% no explante tipo 

padrão, enquanto não houve formação de calos no explante do tipo Cortina. 

Semelhantemente, na região Distal foi verificada a formação de calos apenas no 

explante do tipo padrão (13%). Na região Proximal foi verificado o inverso, ou seja, 

maior formação de calos no explante do tipo Cortina (16,6%), enquanto o explante do 

tipo Padrão apresentou uma formação mais baixa (3,3%). 
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Já aos 180 dias de indução, não foram verificadas diferenças significativas na 

formação de calos entre os tratamentos, sendo que tanto o explante do tipo cortina 

(18%) e padrão (34%) e as regiões avaliadas (14% na região Distal, 25% na região 

Mediana e 32% na região Proximal) não apresentaram melhorias na formação de calos. 

 

3.1.1.2 Oxidação 

Aos 30 dias de indução de calos foi avaliada a taxa de oxidação dos explantes 

em cada região utilizada e nos explantes do tipo cortina e padrão (Figura 6). De modo 

geral, constatou-se maior oxidação nos explantes do tipo cortina, com destaque para a 

região Distal que exibiu até 100% de explantes com mais 50% da superfície oxidada. 

 

 

Figura 6. Percentuais de oxidação em explantes foliares (padrão – sem seccionamento e 
cortina – com seccionamento) de macaúba (Acrocomia aculeata) provenientes de três 
diferentes regiões do palmito (Distal, Mediana e Proximal), após 30 dias em meio de 
indução de calos. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre os 
tipos de explantes (seccionados ou não) dentro de cada região do palmito e letras 
maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre as regiões, dentro de cada 
tipo de explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras representam 
erro padrão. 

 

Aos 90 dias de indução, não foi verificado interação entre os tratamentos. No 

entanto, foi verificado resultados significativos quanto à oxidação entre os tipos de 
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cortes testados, sendo que os explantes com o corte do tipo cortina apresentaram 68% 

de oxidação e o padrão 61% (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Percentuais de oxidação em explantes foliares (padrão – sem seccionamento e 
cortina – com seccionamento) de macaúba (Acrocomia aculeata), após 90 dias em meio 
de indução de calos. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente 
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras representam erro padrão. 

 

3.1.2 Influência da região do palmito, posição do explante e combinação de auxinas 

3.1.2.1 Formação de calos 

Durante o experimento de influência da região, posição e combinação de auxinas 

foi verificado inicialmente intumescimento, seguido de uma separação daqueles 

explantes que apresentavam mais de uma folha dos explantes. Visualizou-se também 

início de oxidação nos locais de seccionamento dos explantes (Figura 8). Similar ao 

mencionado no experimento anterior, verificou-se inicialmente a formação de cristais 

nas bordas dos explantes, além de intumescimento e superfícies irregulares (Figura 9A e 

C), e posteriormente a formação de calos após 60 dias de indução (Figura 9B e D). 

Estes calos, como mencionado anteriormente, seguem o mesmo padrão; são 

predominantemente de formato alongado e de cor amarelo inicialmente, e surgem 

sempre na região da nervura. 



56 

 

 

Figura 8. Respostas do cultivo in vitro de explantes foliares de macaúba (Acrocomia 

aculeata) posicionados horizontal e verticalmente no meio de indução de calos. A: 
Explante na posição vertical apresentando as primeiras respostas ao cultivo in vitro. B: 
Explante na posição vertical com início de calos. C: Explante na posição horizontal 
apresentando as primeiras respostas ao cultivo in vitro. D: Explante na posição 
horizontal com início de calos. Escalas: A, C e D: 2mm B: 1mm 

 

Aos 30 dias de indução, as análises estatísticas revelaram que a interação tripla 

auxinas vs. regiões do palmito vs. posições do explante foi significativa e, portanto, 

desdobrada (Tabela 2). O desdobramento revelou que a região do palmito não interfere 

no percentual de calos em explantes posicionados horizontalmente no meio de cultivo, 

independentemente das combinações entre as auxinas, e que, quando posicionados 

verticalmente, explantes da região Mediana sob efeito do tratamento 450 µM Picloram 

exibem maior percentual de calos (58,3%) (Tabela 2).  
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Tabela 2. Efeito das auxinas Picloram e 2,4-D combinadas em diferentes concentrações 
e do posicionamento dos explantes no meio de cultivo sobre as percentagens de calos 
primários, durante a embriogênese somática de macaúba (Acrocomia aculeata) aos 30 
dias de cultivo, a partir de explantes foliares provenientes de regiões diferentes do 
palmito 
 

 
Posição e região do palmito 

Tratamentos (µM) 
Horizontal Vertical 

Distal Mediana Distal Mediana 

450 Pic 20,8±7,8 bA 8,3±3,1 bA 25,0±8,3 bB 58,3±15,4 aA 

450 Pic + 150 2,4-D 62,5±4,4 bA 18,8±9,3 bA 0,0±5,8 bB 35,4±12,8 aA 

450 Pic + 300 2,4-D 0,0±6,2bA 4,2±2.5 bA 2,1±2,0 bA 0,0±3,9 bA 

450 Pic + 450 2,4-D 20,8± 2,0 bA 0,0±0,0 bA 2,1±2,0 bA 2,1±2,0 bA 

Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre as combinações de auxinas em cada 
posição e letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre as regiões do palmito, 
dentro de cada combinação de auxina, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. ± Erro padrão. 
Abreviações: (Pic) ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloro- picolínico – Picloram e (2,4-D) ácido 2,4- 
diclorofenoxiacético. 

 

Aos 90 dias, diferenças estatísticas também foram observadas entre os níveis do 

fator auxinas combinadas, com maior formação de calos nos explantes em meio sem 

adição de 2,4–D (23,21%) (Figura 9). 

 

Figura 9. Porcentagem de formação de calos em diferentes concentrações de 2,4–D 
combinadas com 450 µm de Picloram, aos 90 dias em meio de indução de calos. Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de significância. Barras representam erro padrão 
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Aos 90 dias de indução de calos, verificou-se que somente a interação regiões do 

palmito vs. posição do explante foi significativa e, então, desdobrada. De acordo com 

análises, a região Distal, de modo geral, se sobressaiu em termos de produção de calos 

quando comparada a região Mediana, com destaque para o tratamento região Distal 

posicionada verticalmente (33,3%) (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Porcentagem de formação de calos em explantes foliares de macaúba 
(Acrocomia aculeata) provenientes das regiões Distal e Mediana do palmito e 
posicionados horizontal (padrão) e verticalmente no meio de cultivo, aos 90 dias de 
cultivo. Letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre as regiões 
do palmito e letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre 
posicionamento dos explantes dentro de cada região, com relação ao posicionamento do 
explante, pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras representam erro 
padrão. 

 

Aos 180 dias de indução de calos não foi verificada interação entre os 

tratamentos. No entanto, foram verificadas diferenças significativas para cada fator 

isolado. Quando avaliada a região do palmito utilizada como fonte de explante, foi 

verificado que a região Distal apresentou 25% de formação de calos maior que a região 

Mediana (Figura 11). Da mesma forma, quando os explantes foram mantidos na posição 

horizontal, houve 10% maior formação de calos que os explantes mantidos na posição 

vertical (Figura 12). Já a adição de 2,4-D combinado com o Picloram não foi favorável 

para formação de calos, pois o tratamento composto apenas por Picloram proporcionou 

maior formação de calos aos 180 de indução (Figura 13). 
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Figura 11. Porcentagem de formação de calos em explantes foliares de macaúba 
(Acrocomia aculeata) provenientes das regiões Distal e Mediana do palmito aos 180 
dias em meio de indução de calos. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras 
representam erro padrão. 

 

 

Figura 12. Porcentagem de formação de calos em explantes foliares de macaúba 
(Acrocomia aculeata) posicionados horizontal e verticalmente em meio de indução de 
calos aos 180 dias. Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente entre 
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras representam erro padrão. 
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Figura 13. Porcentagem de formação de calos em explantes foliares de macaúba 
(Acrocomia aculeata) sob efeito de diferentes concentrações da auxina 2,4-D aos 180 
dias em meio de indução. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras 
representam erro padrão. 

 

3.1.3 Influência dos acessos durante a indução 

Similar ao mencionado para os experimentos anteriores foi observado o início da 

resposta do explantes ao meio de cultura já aos 30 dias de cultivo, sendo perceptível 

presença de cristais nas bordas dos explantes, e, posteriormente, a formação de calos 

nestas regiões. 

Durante a execução do experimento para avaliar a influência dos acessos na 

formação de calos, foram verificadas diferenças significativas entre os acessos testados, 

após 90 dias meio de indução com Picloram (Figura 14). Observou-se maior formação 

de calos nos explantes da região de Buriti Vermelho (13%), em comparação com Tiros 

(2,5%) e Carmo do Parnaíba (0,83%).  
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Figura 14. Porcentagem de formação de calos nos três acessos de Acrocomia aculeata 

testados sob efeito de Picloram. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras 
representam erro padrão. 

 

3.2 Multiplicação de calo 

Durante a etapa de multiplicação, os calos embriogênicos (ver anatomia secção 

4.4.1) obtidos durante a fase de indução foram separados dos explantes e mantidos em 

meio com a concentração de Picloram reduzida para 225 µM. Nesta fase não foram 

verificadas diferenças quanto à adição das poliaminas Espermidina e Putrescina ao meio 

de cultivo. No entanto, foi constatado um aumento médio no peso de calos de 61,9% em 

120 dias de multiplicação em todos os tratamentos. Nesta etapa, também foram 

verificadas diferenças morfológicas nos calos, além do aumento do peso do calo, sendo 

verificadas diferenças quanto à característica morfológicas e anatômicas destes. Alguns 

calos perderam a característica embriogênica e adquiriram características 

mucilaginosas, como pode ser visto na Figura 18 (tópico 3.4.2). 

 

3.3 Diferenciação de embriões somáticos 

Foram verificadas diferentes respostas durante a etapa de diferenciação, entre as 

quais a oxidação em grande parte dos calos embriogênicos logo na primeira semana de 

cultivo. No entanto, aqueles que sobreviveram mantiveram sua característica 

embriogênica (Figura 15). Além disso, no primeiro experimento foi observada a 
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formação de raízes a partir de calos cultivados sob efeito da auxina ANA associada com 

a citocinina BAP. Salienta-se ainda que não houve rediferenciação das massas 

calogênicas em embriões somáticos em nenhum dos tratamentos testados também no 

segundo experimento. Aqueles tratamentos que proporcionaram a manutenção das 

características embriogênicas e maior porcentagem de sobrevivência dos calos foram: 

ANA + 2iP (T2) e 2,4–D + BAP (T3).  

 

 

Figura 15. Porcentagem de sobrevivências de calos em meio de diferenciação de 
embriões somáticos, após 90 dias em meio de diferenciação. Médias seguidas pela 
mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
significância. Barras representam o erro padrão. Tratamentos: ANA + BAP (T1), ANA + 2iP 
(T2), 2,4 - D + BAP (T3), 2,4 - D + 2iP (T4), Picloram + BAP (T5), Picloram + 2iP (T6), BAP (T7) e 2iP 
(T8). 

 

3.4 Análise Anatômica 

3.4.1 Indução 

Durante a fase de indução de calos foram verificadas diferenças anatômicas 

entre as regiões Mediana e Distal durante 0, 30 e 90 dias após inoculação (material 

oriundo do experimento 2.2.2) (Figura 16). Anatomicamente, algumas diferenças 

evidentes podem ser observadas entre as regiões foliares Mediana e Distal do palmito, 

imediatamente antes da inoculação in vitro. É possível perceber, por exemplo, no 

explante inicial da região mediana, células mais meristemáticas (menores e com núcleos 
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bem nítidos), além de feixes vasculares pouco desenvolvidos (Figura 16A). Tais 

características ratificam o menor graus de diferenciação dessa região. Já a região Distal, 

exibe além de um sistema vascular mais desenvolvido, células parenquimáticas mais 

diferenciadas (relação núcleo:citoplasma menor), com vacúolos bem maiores e visíveis 

(Figura 16D).  

Aos 30 dias em meio de indução de calos, explantes da região Mediana 

apresentaram células maiores e intumescidas, porém sem sinais de proliferação celular 

(Figura 16B). Aos 90 dias de indução, explantes dessa região aparentemente entraram 

em colapso (Figura 16C).  

Já explantes da região Distal, aos 30 dias em meio de indução de calos, 

apresentaram formação de calos na região central do feixe vascular de menor calibre, 

promovendo separação deste em duas partes (Figura 16E). Aos 90 dias em meio de 

indução, observou-se a formação de calos em diversos feixes vasculares de forma 

padronizada, sempre na região central do feixe e proliferando igualmente para ambos os 

lados (Figura 16F). As divisões celulares, de modo geral, foram visualizadas nas 

adjacências do xilema e floema dos feixes vasculares. Hipotetiza-se que essas divisões 

ocorreram a partir de um provável pool de células procambias (stem cells) localizado 

nas vizinhanças dos tecidos vasculares e/ou a partir da desdiferenciação de células 

parenquimáticas (perivasculares e do sistema vascular). Para afirmação definitiva, 

investigações ontogênicas precoces e mais detalhadas devem ser realizadas.  



64 

 

 

 

Figura 16. Caracterização anatômica de folhas imaturas de uma planta de macaúba 
(Acrocomia aculeata) utilizadas como explantes iniciais na indução de calos e de calos 
formados após 30 e 90 dias em meio de indução. A: Explante inicial da região Mediana; 
B: Explante da região Mediana aos 30 dias; C: Explante da região Mediana aos 90 dias; 
D: Explante inicial da região Distal; E: Explante da região Distal aos 30 dias; F: 
Explante da região Distal aos 90 dias. 

 

Durante a fase de indução de calos foi possível observar diferenças anatômicas 

entre os calos obtidos a partir do experimento de associação de Picloram com 2,4–D, 

embora fossem morfologicamente semelhantes (Figura 17). Os calos obtidos com a 

utilização apenas de 450 µM de Picloram (Figura 17A) apresentaram células com 

características embriogênicas menos evidentes, como células e vacúolos maiores 

(Figura 17B) e acúmulo de amido nas regiões em intensa divisão celular (Figura 17C). 

Já os calos obtidos com a utilização de Picloram associado a 150 µM de 2,4–D (Figura 

17D) apresentaram características mais embriogênicas, como diâmetro reduzido, 

citoplasma denso, núcleos conspícuos e com vacúolos fragmentados, quando presentes. 

Verificaram-se também paredes celulares aparentemente mais espessas (Figura 17E) e 

acúmulo de amido na região central do calo (Figura 17F).  

A utilização de 300 µM de 2,4–D proporcionou a formação de calos (Figura 

17G) com células com características embriogênicas (Figura 17H), relação 
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núcleo:citoplasma alta, vacúolos menores, paredes aparentemente mais espessas e 

formato uniforme, além de acúmulo de amido em todo calo (Figura 17I). No entanto, 

calos obtidos com a concentração de 450 µM de 2,4–D (Figura 17J) apresentaram 

células desuniformes, com grandes vacúolos, baixa relação núcleo:citoplasma (Figura 

17K), ou seja, menos embriogênicas, além de menor acúmulo de amido (Figura 17L). É 

possível perceber um maior acúmulo de compostos fenólicos com o aumento da 

concentração de 2,4–D. 

 

 

Figura 17. Análise anatômica e histoquímica (com Periodic Acid Schiff – PAS) de 
diferentes linhagens de calos obtidos a partir de tecidos foliares de macaúba (Acrocomia 



66 

 

aculeata) provenientes do cultivo sob diferentes concentrações de 2,4–D combinadas 
com 450 µM de Picloram. A-C: Calo obtido somente com Picloram; D-F: Calo obtido 
com Picloram associado com 150 µM 2,4-D; G-I: Calo obtido com Picloram associado 
com 300 µM 2,4-D; J-L: Calo obtido com Picloram associado com 450 µM 2,4-D; 
Escalas: A, D, G, J: 1 mm; B, C, E, F , H, I, K, L: 50 µm. 

 

3.4.2 Multiplicação 

Durante a fase de multiplicação de calos foram observadas diferenças 

anatômicas entre os calos multiplicados com a utilização das poliaminas Espermidina 

(Figura 18A) e Putrescina (Figura 18B). No geral, foi possível perceber uma perda de 

qualidade dos calos quando mantidos por muito tempo nas condições testadas, perdendo 

a qualidade embriogênica. No entanto, ainda foi constato que calos em meio com 

Espermidina foram caracterizadas pela presença de uma zona periférica, contendo 

células com características meristemáticas (células pequenas, com citoplasma denso, 

núcleos volumosos, nucléolos evidentes, vacúolos fragmentados e intensa divisão 

celular) em intensa divisão celular, e por uma zona mais interna, compreendendo células 

parenquimáticas com vacuolização variável (Figura 18C). Diferentemente, calos obtidos 

em meio com Putrescina exibiam ampla zona interna formada por células com 

características meristemáticas e uma zona periférica composta por células com 

características parenquimáticas (altamente vacuoladas) (Figura 18D). Os dois tipos de 

calo apresentaram pouco acúmulo de amido, com eventuais compostos fenólicos 

(Figura 18E e F). 
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Figura 18. Análise anatômica e histoquímica (com Periodic Acid Schiff – PAS) de 
diferentes linhagens de calos obtidos a partir de tecidos foliares de macaúba (Acrocomia 

aculeata) cultivados sob efeito de Espermidina ou Putrescina durante a etapa de 
multiplicação. A: Calos obtidos em meio de multiplicação com Espermidina; B: Calos 
obtidos em meio de multiplicação com Putrescina; C: Corte anatômico de calos obtidos 
em meio de multiplicação com Espermidina; D: Corte anatômico de calos obtidos em 
meio de multiplicação com Putrescina; E: Corte anatômico de calos obtidos em meio de 
multiplicação com Espermidina apresentando acúmulo de grãos de amido (seta); notar 
composto fenólico (*). F: Corte anatômico de calos obtidos em meio de multiplicação 
com Putrescina apresentando acúmulo de grãos de amido; (seta); notar composto 
fenólico (*). Escalas: A e B: 1 mm; C: 500 µm; D: 200 µm; E e F: 50 µm. 
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3.4.3 Diferenciação 

Durante o primeiro experimento de diferenciação de calos embriogênicos em 

embriões somáticos foi possível observar, diferente do esperado, organogênese 

caracterizada pela formação de raiz a partir de calos cultivados em meio contendo a 

auxina ANA associada com a citocinina BAP (Figura 19A). Isto é comprovado pelo 

corte anatômico, onde é possível observar a formação do feixe vascular (Figura 19B). 

Ainda é possível observar a formação de calo nessa região (Figura 19C), o que ratifica a 

participação de células provasculares na formação de calos e pequeno acúmulo de 

amido próximo a formação do calo (Figura 19 D e E). 

 

 

Figura 19. Análise anatômica e histoquímica (com Periodic Acid Schiff – PAS) de um 
calo com raiz obtido a partir de tecido foliar de macaúba (Acrocomia aculeata) 
cultivado sob efeito de ANA e BAP (fase de diferenciação). A: Calo apresentando raiz e 
cor alaranjada; B, C: Corte anatômico da raiz apresentando formação de calo; D, E: 
Acúmulo de grãos de amido na adjacência de calo formado a partir de células vasculares 
da raiz. Escalas: A: 2 mm; B e D: 200 µm; C e E: 50 µm. 

 

 Durante o segundo experimento, os calos mantidos em diferentes combinações 

de auxinas e citocininas apresentaram diferenças morfoanatômicas observados com azul 

de toluidina (Figura 20 e Figura 21) após 90 dias de cultivo. Ao utilizar o corante PAS 

para análise histoquímica do acúmulo de amido, nenhum dos tratamentos apresentou o 

acúmulo deste composto; portanto, esse dado não é mostrado aqui. Além disso, é 
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possível observar maiores diferenças entre os tratamentos em parâmetros como 

espessura da parede celular, núcleo evidente ou não, e tamanho e número de vacúolo.  

 Os tratamentos para diferenciação T1 (ANA + BAP, Figura 20 A, B e C), T3 

(2,4-D + BAP, Figura 20 G, H e I), T7 (BAP, Figura 21 G, H e I) e T8 (2iP, Figura 21 J, 

K e L) apresentaram perfis celulares semelhantes. Nestes tratamentos é possível 

observar células com único vacúolo que preenche toda célula e células com diversos 

grandes vacúolos subdivididos. Além disso, é possível observas que estas células 

apresentaram núcleo e nucléolo bem evidente e parede celular espessa. 

É possível observar que o calo do tratamento T2 (ANA + 2iP, Figura 20 D e E) 

apresentou certa padronização, onde aparentemente as células apresentam diferenciação 

em tecidos procambias (Figura 20F). Estas células são caracterizadas por células mais 

alongadas e distribuídas de forma uniforme no calo.  

No tratamento T4 (2,4-D + 2iP, Figura 20 J, K e L) é possível observar células 

menores e citoplasma menos denso, além de núcleo e vacúolo pouco evidente quando 

comparado aos outros tratamentos.   

Os tratamentos T5 (Picloram + BAP, Figura 21 A, B e C) e T6 (Picloram + 2iP, 

Figura 21 D, E e F) evidenciaram células com maior relação núcleo/citoplasma, 

diversos vacúolos menores e bem evidentes. 
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Figura 20 Análise anatômica de calos de Acrocomia aculeata obtidos na etapa de 
diferenciação de embriões somáticos aos 90 dias em meio de cultivo com diferentes 
combinações de auxinas e citocininas tratamentos de T1 a T4. A: Calo obtido em ANA 
+ BAP (T1), B e C: Corte anatômico de T1, D: Calo obtido em ANA + 2iP (T2), E e F: 
Corte anatômico de T2; G: Calo obtido em 2,4-D + BAP (T3), H e I: Corte anatômico 
de T3; J: Calo obtido em 2,4-D + 2iP (T4), K e L: Corte anatômico de T4. Escalas A, D, 
G, J: 2mm; B, E, H, K: 500 µm F: 200µm; C, I, L: 50µm 
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Figura 21 Análise anatômica de calos de Acrocomia aculeata obtidos na etapa de 
diferenciação de embriões somáticos aos 90 dias em meio de cultivo com diferentes 
combinações de auxinas e citocininas tratamentos de T5 a T8 A: Calo obtido em 
Picloram + BAP (T5), B e C: Corte anatômico de T5, D: Calo obtido em Picloram + 2iP 
(T6), E e F: Corte anatômico de T6; G: Calo obtido em BAP (T7), H e I: Corte 
anatômico de T7,  J: Calo obtido em 2iP (T8), K e L: Corte anatômico de T8. Escalas A, 
D, G, J: 1 mm; B, E, H, K: 500 µm; C, F, I, L: 50µm 
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3.5 Análise bioquímica 

3.5.1 Açúcares solúveis totais 

Os resultados referentes aos teores de açúcares solúveis totais (AST) em razão 

do tempo de indução da embriogênese em folhas imaturas de três acessos de Acrocomia 

aculeata são apresentados na Figura 22. Observou-se que não houve diferenças 

significativas entre os acessos durante o período de indução de calos (120 dias). No 

entanto, é possível notar diferenças significativas imediatamente antes do 

estabelecimento da indução de calos (0 dias), onde o acesso de Buriti Vermelho 

apresentou menor quantidade de AST por miligrama de matéria seca (121,2 µg/mg MS) 

comparativamente aos acessos de Tiros (219,8 µg/mg MS) e Carmo do Parnaíba 

(192,7 µg/mg MS). 

Além disso, é possível observar diferenças significativas nos teores de açúcares 

solúveis totais nos tipos de calos obtidos, sendo que o calo nodular apresentou 212,6 

µg.mg-1 de matéria seca em relação ao calo alongado que exibiu 111,5 µg/mg MS 

(Figura 23). 
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Figura 22. Teores de açúcares solúveis totais (AST) em explantes foliares imaturos de 
três acessos de Acrocomia aculeata testados na indução de calos visando a 
embriogênese somática, aos 0 dias (imediatamente antes da inoculação in vitro) e 120 
dias após o estabelecimento do cultivo. Letras minúsculas diferentes indicam diferença 
significativa entre os tempos, dentro de cada acesso e letras maiúsculas diferentes 
indicam diferenças significativas entre os acessos dentro de cada tempo de avaliação , 
pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras representam erro padrão. 
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Figura 23. Teores de açúcares solúveis totais (AST) em calos alongados (Al) e 
nodulares (No) provenientes de explantes foliares imaturos de Acrocomia aculeata 

usados na indução da calogênese visando a embriogênese somática. Letras diferentes 
indicam diferenças estatísticas entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
significância. Barras representam erro padrão. 

 

3.5.2 Amido 

Os resultados referentes aos teores de amido na indução de calos em três acessos 

de Acrocomia aculeata estão apresentados na Tabela 3. É possível observar diferenças 

apenas nas coletas dos palmitos utilizados no início da indução de calos, sendo que após 

o período de 120 dias de indução de calos as porcentagens deste composto se 

estabilizaram. Foi observado também que não houve diferenças significativas para 

teores deste composto nos calos, apresentando médias de 43,09±5,14  µg/mg MS para 

calos alongados e 38,86±9,59  µg/mg MS para calos nodulares. 
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Tabela 3 Teores de amido em explantes foliares na indução de calos em duas coletas 
dos três acessos de Acrocomia aculeata testados. 

Acessos 
Dia Inicial 120 Dias de indução 

Coleta 1  Coleta 2  Coleta 1  Coleta 2  

Tiros 5,2±2,1 bA 28,9±10,6 bA 36,8±7,0 aA 31,2±3,8 bA 

Carmo do Parnaíba 50,2±2,7 aA 5,8±2,3 bB 24,6±9,3 aB 16,7±2,9 bB 

Buriti Vermelho 39,8±2,2 aA 64,0±20,2 aA 57,0±15,9 aA 64,7±0,7 aA 
Médias de letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre diferentes acessos dentro de 
cada tempo e médias seguidas por letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre tempo 
dentro de cada genótipo e pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. 

 

3.5.3 Proteínas totais 

Os resultados referentes aos teores de proteínas totais em razão do tempo de 

indução da embriogênese em folhas imaturas de três acessos de Acrocomia aculeata são 

apresentados na Tabela 4. É possível observar que os teores de proteínas totais são 

maiores em todos os acessos das duas coletas no tempo inicial, em comparação aos 120 

dias de indução; ou seja, os palmitos apresentavam teores maiores antes do contato com 

meio de cultura para indução de calos. Os valores variaram de 45,3 a 115,7 µg/mg MS.  

Também é possível perceber diferenças significativas entre os tipos de calos 

obtidos durante a indução, sendo que o calo nodular apresentou 50,4 µg/mg MS e o calo 

alongado 8,03 µg/mg MS (Figura 24). 

Tabela 4 Teores de Proteína totais na indução de calos em duas coletas dos três acessos 
de Acrocomia aculeata durante o tempo de indução 

Acessos 
Dia Inicial 120 dias de indução 

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2 

Tiros 74,0±6,7cA 45,3±7,0bB 14,6±1,0aC 16,6±1,5aC 

Carmo do Parnáiba 115,7±9,6aA 82,6±4,5aB 14,5±1,1aC 5,5±0,6aC 

Buriti Vermelho 97,9±3,9bA 92,3±0,9aA 15,7±1,0aB 11,0±0,3aB 

Médias de letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística entre diferentes acessos dentro de 
cada tempo e médias de letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre tempo dentro de 
cada genótipo  pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância 
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Figura 24. Teores de proteínas totais em calos Alongados (Al) e Nodulares (No) de 
explantes foliares imaturos de Acrocomia aculeata. Letras diferentes indicam diferenças 
estatísticas entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott a 5% de significância. Barras 
representam erro padrão. 

 

4 Discussão 

4.1 Indução de calos  

4.1.1 Região do palmito 

Nesse estudo, a região do palmito mais responsiva em termos de formação de 

calos variou em função dos demais fatores testados em conjunto. No experimento 

abordado no tópico 3.2.1, a região Mediana e Proximal, quando seccionadas, se 

sobressairam, ao passo que no experimento abordado no tópico 3.2.2, a região Mediana 

se destacou com taxa de 58% de calos formados quando inoculada verticalmente em 

meio de indução de calos sob efeito de 450 µM de Picloram. Nesse segundo 

experimento, as regiões Apical e Mediana, sob efeito de diferentes concentrações de 

2,4-D e inoculadas horizontalmente no meio, foram igualmente eficientes na formação 

de calos. Essa variabilidade dos resultados obtidos ratifica a complexidade dos eventos 

envolvidos na formação de calos a partir de tecidos foliares provenientes de plantas 

adultas, bem como, o caráter multifatorial do processo e reforçam a necessidade de 

estudos mais detalhados. 
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Estudos anteriores apresentaram resultados superiores com relação à resposta de 

indução de calos a partir de explantes foliares oriundos da região Distal (Meira et al. 

2019b, in press). Portanto é possível manter a região Proximal e, consequentemente, o 

meristema na planta. Dessa forma, a planta tem a possibilidade de rebrotar, reduzindo as 

chances de morte do genótipo fornecedor do palmito. 

A diferença de resposta de indução de calos nas diferentes regiões do palmito foi 

observada por outros autores. Ao avaliar a indução de calos em diferentes regiões do 

palmito de macaúba, Luis (2013) verificou que a região mais distal ao meristema é a 

mais responsiva (93% de formação de calos), principalmente, quando cultivada em 

meio Y3 suplementado com Picloram. Assim como observado por Gueye et al. (2009a) 

com tamareira (Phoenix dactylifera), a região mais distal ao meristema apresentaram 

melhores respostas quanto à formação de calos em relação à região mais basal.  

Mais recentemente, Silva-Cardoso (2018) verificou que a região distal do 

palmito de Syagrus oleracea exibiu percentual superior de formação de calos que as 

demais regiões testadas (Mediana e Proximal) quando inoculada em meio MS, relatando 

até 84,4% de formação de calos. Essa autora aponta como uma possível explicação para 

o sucesso em termos de responsividade (formação de calos) dessa região, a presença de 

tecidos vasculares mais desenvolvidos, sobretudo, floema. Conforme Silva-Cardoso 

(2018), floema mais diferenciado, teoricamente, favoreceria o transporte de auxinas 

endógenas e exógenas. Essa hipótese é sugestiva pelo fato do floema ser considerado a 

mais rápida rota de transporte de AIA (Goldsmith et al. 1974; Grones and Friml 2015). 

O maior aporte de auxina na região distal do palmito, seja pela exposição 

exógena de auxina indutora, juntamente com uma maior concentração de auxina 

endógena no floema mais diferenciado, de acordo com Silva-Cardoso (2018), poderia 

estimular a formação de calos a partir das divisões de células procambiais pré-existentes 

nas vizinhanças dos tecidos vasculares e/ou a desdiferenciação de células 

parenquimáticas, resultando na formação de calos primários. 

Ho e Vasil (1983) também constataram maior divisão celular em explantes 

foliares de Saccharum officinarum que apresentavam tecidos vasculares com maior grau 

de diferenciação. Por outro lado, resultados observados em macaúba por Padilha et al. 

(2015) mostraram que a região meristemática e basal de plantas germinadas in vitro 

usadas como explantes iniciais proporcionaram aumentos significativos na formação de 

calos primários, quando associados ao Picloram. 
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Nesse trabalho, em meio a variabilidade dos resultados obtidos em função das 

diversas interações com outros fatores influenciadores do processo de formação de 

calos, a região Mediana proporcionou resultados, de modo geral, satisfatórios em 

termos de calogênese. Essa região, em termos anatômicos, apresenta características 

intermediárias entre as regiões Proximal e Distal, ou seja, não é totalmente 

diferenciando, nem totalmente indiferenciada. Essa constatação corrobora com o 

relatado por Gueye et al. (2009a) em P. dactilyfera. Esses autores afirmam que a 

capacidade de formação de calos varia em função do grau de diferenciação do explante 

foliar, com destaque para aqueles nem totalmente diferenciados, nem insuficientemente 

diferenciados.  

Diante do exposto, acredita-se que não somente o grau de diferenciação dos 

tecidos governa o processo de formação de calos. Isso é ratificado pelos relatos 

divergentes dos autores supracitados quanto a influência do grau de diferenciação de 

tecidos no processo de desdiferenciação celular e consequente produção de calos. Gueye 

et al. (2009a) chamam atenção para o fato de que as respostas às auxinas exógenas 

indutoras da calogênese não dependem somente do estado de diferenciação dos 

explantes, mas também dos níveis endógenos de auxina e da fisiologia inicial.  

Como relatado por Roberts (1989) e Stasolla e Yeung (2003), diferentes tipos de 

tecidos em uma mesma planta ou o mesmo tecido em vários estádios de 

desenvolvimento podem apresentar respostas diferentes em condições in vitro. Além 

disso, o nível de auxina endógeno dos explantes é provavelmente um dos fatores que 

influenciam de alguma forma as respostas in vitro (Wang et al. 2011). Vários autores, 

inclusive trabalhando com palmeiras, como P. dactylifera (Gueye et al. 2009) e Bactris 

gasipaes (Nascimento-Gavioli et al. 2017), têm observado correlação positiva entre 

concentrações mais altas de auxina endógena com a iniciação do processo 

embriogênico.  

4.1.2 Posição e seccionamento do explante 

Segundo Wang et al. (2011), a orientação dos explantes é provavelmente um dos 

fatores que influenciam de alguma forma as respostas in vitro. No presente trabalho, 

foram observadas diferenças significativas entre as posições testadas dos explantes 

quanto às repostas ao meio de indução de calos. Os explantes mantidos na posição 

horizontal (padrão), principalmente, quando oriundos da região Distal do palmito, 
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apresentaram maior formação de calos do que aqueles mantidos em posição vertical. 

Provavelmente, isso se deve ao maior contato com os componentes do meio de cultura, 

proporcionado pelo posicionamento horizontal. Resultado semelhante foi relatado por 

Silva-Cardoso (2018) em S. oleracea. 

Além disso, foram observadas diferenças quanto à produção de calos dos 

explantes seccionados de forma semelhante a uma “cortina” e assim denominado nesse 

trabalho, comparativamente àqueles não seccionados ou padrão. Este tipo de explante 

apresentou resposta inicial ao meio de cultura (calogênese) superior ao explante do tipo 

padrão, o que provavelmente está associado com o aumento da superfície de contato do 

explante com o meio de cultivo. Além de maior indução de calos nos primeiros dias, 

estes explantes apresentaram maior taxa de oxidação, o que é previsível devido ao dano 

mecânico ocasionado.  

O aumento da superfície de contato de tecidos foliares seccionados é descrito 

por outros autores, mediante a utilização da técnica de TCL (Thin Cell Layer) por 

Scherwinski-Pereira et al. (2010) e Padilha et al. (2015) em E. guineensis e A. aculeata, 

respectivamente.  

Ressalta-se também que a exposição de explantes feridos às condições de cultivo 

in vitro, como às altas concentrações de reguladores de crescimento, promove alto nível 

de estresse celular (Silva-Cardoso 2018), o que pode desencadear o processo de 

embriogênese somática, dada a influência de diferentes estresses na indução dessa via 

(Fehér 2015; Nic-Can et al. 2015). Smith e Krikorian (1989) também salientam o fato 

de que o próprio estresse proporcionado pelo corte do explante pode ser suficiente para 

iniciar a embriogênese somática. 

Quanto à alta taxa de oxidação observada em explantes seccionados, é comum 

após a transferência dos tecidos vegetais para condições in vitro, a ocorrência de 

oxidação devido a liberação de compostos fenólicos. Os ferimentos do explante 

promovem o rompimento dos compartimentos celulares e mistura dos seus conteúdos e 

pronta exposição dos compostos fenólicos ao ar e às diferentes enzimas que participam 

do processo oxidativo (Laukkanen et al. 1999). Além do mais, a exposição às altas 

concentrações de reguladores de crescimento também pode aumentar a formação de 

compostos fenólicos (North et al. 2012). 

O acúmulo de polifenóis e produtos de oxidação em torno da superfície excisada 

é relatado por Andrade et al. (2000) e Van Winkle et al. (2003) como fator responsável 
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por modificar a composição do meio de cultivo e, conseqüentemente, a absorção de 

nutrientes pelos explantes. Estas substâncias tóxicas produzidas normalmente inibem o 

crescimento dos explantes ocasionando, não raramente, até a morte dos mesmos (Sato et 

al. 2001; Costa et al. 2006). É importante mencionar que devido à realização de 

subcultivos constantes e o uso de carvão ativado os níveis de oxidação se mantiveram 

toleráveis.  

Salienta-se, todavia, que nem toda oxidação demonstra ser prejudicial. Altas 

concentrações de ROS (Reactive Oxygen Species) podem ser tóxicas, levando a danos 

oxidativos. Contudo, em concentrações apropriadas, estas espécies reativas também 

atuam como moléculas de sinalização que regulam muitas respostas fisiológicas e de 

desenvolvimento (Karami e Saidi 2010; Swanson  e Gilroy 2010). 

4.1.3 Associação de auxinas 

Foram observadas diferenças significativas durante o experimento de associação 

do Picloram com 2,4–D no meio de cultura para a indução de calos. A associação destas 

auxinas não foi favorável a formação de calos, sendo que os explantes sob efeito apenas 

da auxina Picloram apresentaram maior formação de calos, inclusive com características 

anatômicas embriogênicas (ver secção 3.4.1), como previamente constatado por Meira 

et al. (2019, in press). 

Apesar do 2,4-D se destacar como indutor de calos visando a embriogênese 

somática em palmeiras (Saleh e Scherwinski-Pereira 2016), outras auxinas, como o 

Picloram, tem ganhado o cenário da iniciação da embriogênese somática em diferentes 

palmeiras (Steinmacher et al. 2007b; Pádua et al. 2013; Luis and Scherwinski-Pereira 

2014; Padilha et al. 2015; Mazri et al. 2017). Alguns poucos trabalhos têm combinado 

auxinas, como o realizado aqui, dentre os quais se citam Yusnita e Hapsoro (2011) e 

Jayanthi et al. (2015), ambos em E. guineensis. No entanto, foram observadas 

diferenças anatômicas entre os tratamentos testados. Foi observado que as células dos 

calos obtidos com a associação de Picloram com 2,4–D apresentavam maiores 

características embriogênicas.  

Verdeil et al. (2001) relata que foram obtidos calos embriogênicos ao passar os 

calos primários obtidos a partir de inflorescência imatura de Cocos nucifera para meio 

com aumento da concentração de 2,4–D. Estes calos apresentavam características como: 

uma alta relação núcleo:citoplasma, um núcleo central aumentado com um único 
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nucléolo proeminente, densamente corado e pequenos vacúolos, além de cercados por 

uma parede externa espessada. 

4.1.4 Acessos 

Durante a fase de indução foram verificadas diferenças significativas entre os 

acessos testados, sendo que o acesso de Buriti Vermelho apresentou notavelmente 

maior formação de calos e em menor tempo, diferente dos outros acessos de Tiros – 

MG e Carmo do Parnaíba - MG que apresentaram respostas semelhantes. 

Diversos outros autores relatam diferenças durante a embriogênese somática 

entre genótipos testados (Shoeb et al. 2001; Andrea et al. 2008; Raza et al. 2010; de 

Carvalho Silva et al. 2012; Satish et al. 2016). Em E. guineensis, de Carvalho Silva et 

al. (2012) relatam diferenças de 90 a 100% de formação de calo quando comparados 

diferentes genótipos. Essas diferenças alertam para a necessidade de otimização 

contínua dos protocolos e, de acordo com Mozgová et al. (2017), evidenciam a 

necessidade de compreensão mais detalhada das barreiras moleculares que previnem a 

embriogênese somática a partir de diferentes tecidos vegetativos. 

A alta variabilidade nas respostas in vitro pode ser relacionada pela interação das 

condições de indução com os níveis de hormônios endógenos dos explantes que 

dependem do genótipo, fase de desenvolvimento, idade, entre outros (Jiménez 2005). 

Conforme Isah (2016), essas diferenças verificadas entre genótipos podem estar 

associadas com diferenças no grau de alterações epigenéticas. 

 

4.2 Multiplicação de calos 

Durante a fase de multiplicação foi observado que aqueles calos mantidos por 

em meio com poliaminas perderam sua qualidade embriogênica. Nascimento-Gavioli et 

al. (2017) constataram que calos não embriogênicos continham concentrações mais altas 

de poliaminas totais, especialmente putrescina. Assim como Santanen e Simola (1992) 

observaram que altas concentrações de espermidina em calos não embriogênicos, não 

apresentam efeito positivo na embriogênese somática. Diferentemente, Minocha et al. 

(1999) indicam que as poliaminas desempenham um papel crucial no processo de 

embriogênese somática. Dessa forma, novos trabalhos deverão ser realizados para 

verificar a presença desses compostos nos calos e a influência deles. 
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4.3 Diferenciação de calos em embriões somáticos 

Os tratamentos mostrados no presente trabalho ainda não são suficientes para a 

diferenciação de calos em embriões somáticos. No entanto, foi observado que a 

associação de ANA+2iP (T2) e 2,4–D+BAP (T3) foram importantes para manter os 

calos com as características embriogênicas. Este resultado é importante, pois a 

manutenção destes calos em meio com outros reguladores pode ser prejudicial para os 

calos, uma vez que os calos mantidos nesses meios para diferenciação resultaram em 

calos não embriogênicos ou oxidaram.  

A auxina 2,4–D é relata por outros autores como um dos principais fatores de 

aquisição de competência embriogênica (Fehér 2015). Apesar dos resultados favoráveis 

da eficiência na indução de calos com a utilização do Picloram ter sido observada por 

vários autores em diversas espécies de palmeiras, tais como Bactris gasipaes 

(Steinmacher et al. 2007a), Elaeis guineensis  (Scherwinski-Pereira et al. 2010; de 

Carvalho Silva et al. 2012; Balzon et al. 2013) e Acrocomia aculeata (Luis 2013; 

Padilha et al. 2015), os resultados apresentados aqui demonstram que a auxina 2,4–D 

pode estar relacionada à aquisição de competência embriogênica, uma vez que os calos 

mantiveram estas características quando em presença desta auxina. 

 

4.4 Análises anatômicas 

As análises anatômicas realizadas nesse trabalho confirmam a participação de 

tecidos provasculares na formação de calos em tecidos foliares, já nos primeiros dias de 

cultivo.  

Essa associação entre tecidos vasculares e calogênese durante a embriogênese 

somática tem sido comumente relatado em palmeiras (Buffard-Morel et al. 1992; Goh et 

al. 2001; Sané et al. 2006; Silva-Cardoso 2018) e tem levantado discussões. 

Schwendiman (1988), por exemplo, associaram a formação de calos a partir de tecidos 

foliares de E. guineensis à desdiferenciação de células perivasculares. Já Bar e Dawayati 

(2014) associaram a formação de embriões somáticos de P. dactylifera à divisão de 

células procambiais de tecidos foliares, similar ao relatado por  Almeida et al. (2012) 

em B. gasipaes. 

Nesse trabalho sugere-se, dada a proximidade dos calos formados dos feixes 

vasculares, a ocorrência das duas possíveis origens supracitadas: a partir de um provável 
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pool de células procambias, stem cells, situado nas adjacências dos tecidos vasculares 

e/ou a partir da desdiferenciação de células parenquimáticas perivasculares e do sistema 

vascular, assim como relatado por Silva-Cardoso (2018), em tecidos foliares de S. 

oleracea. Porém, sugerem-se estudos ontogênicos futuros para elucidação da 

participação dessas vias na formação de calos de A. aculeta a partir de tecidos 

vasculares. 

Diversos estudos do processo de embriogênese somática através de análises 

anatômicas demonstraram que as respostas de morfogênese tipicamente se originam de 

células procambiais ou de células epidérmicas e/ou subepidérmicas (Schmidt et al. 

1997; Somleva et al. 2000; Rose et al. 2006; Moura et al. 2008; de Almeida et al. 2012; 

da Silva et al. 2015; Rocha et al. 2016a). As células procambiais podem ser 

consideradas como células-tronco vasculares pluripotentes e estão relacionadas à 

diferenciação em células do floema e do xilema, além de outros tecidos durante a 

embriogenese somática. Por outro lado, os mecanismos relacionados à plasticidade das 

células epidérmicas e sua capacidade de produzir linhagens celulares totipotentes que 

dão origem a embriões ainda permanecem elusivas (Rocha et al. 2016b). 

Os calos considerados embriogênicos oriundos do experimento onde se 

utilizaram diferentes concentrações de 2,4-D combinadas 450 µM de Picloram, de modo 

geral, exibiam tamanho reduzido; alta relação núcleo:citoplasma; vacúolos, quando 

presentes, fragmentados; paredes celulares aparentemente mais espessas, dentre outras 

características. Tais características, contudo, não foram comuns a todos os tratamentos 

testados, somente para os tratamentos 450 µM de Picloram, e 300 µM de 2,4–D + 450 

µM de Picloram. Salienta-se, nesse contexto, a necessidade de se testar diferentes 

reguladores de crescimento, combinados ou não, na busca de calos com qualidade 

embriogênica. Outros autores observaram resultados semelhantes. Yusnita e Hapsoro 

(2011) relatam maior formação de calos em meio com combinações de 2,4-D e 

Picloram; no entanto, aqueles que mantidos em meio com apenas 2,4–D apresentaram 

maiores características embriogênicas. Jayanthi et al. (2015) verificaram que a 

combinação dessas duas auxinas proporcionou melhores resultados quanto a indução de 

calos embriogênicos. 

As características mencionadas para os calos aqui considerados embriogênicos 

são compatíveis com relatos de diferentes autores (Kurczynska et al. 2012; Rocha et al. 

2016a; Silva-Cardoso 2018). Verdeil et al. (2001), por exemplo, relatam que foram 
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obtidos calos embriogênicos ao passar os calos primários obtidos a partir de 

inflorescência imatura de Cocos nucifera para meio com aumento da concentração de 

2,4–D. Estes calos apresentavam características como: uma alta relação 

núcleo:citoplasma, ou seja, um núcleo central que ocupa grande parte da célula e com 

um único nucléolo proeminente densamente corado. Além disso, a presença de 

pequenos vacúolos e células cercadas por uma parede externa espessada são 

características relatadas para calos embriogênicos. 

Durante a fase de diferenciação utilizando combinações de auxinas e citocininas 

foi possível observar linhagens de calos embriogênicos apresentando células como as 

mencionadas acima. Além disso, é possível perceber características como diferenciação 

em tecidos vascular e formação de raízes. Essas características também são relatadas 

por Rose et al. (2006) em Medicago truncatula, no qual foi observada a formação de 

raízes a partir de células de feixes vasculares utilizando a auxina ANA para indução de 

calos. O autor demonstra que as células do feixe vascular da folha são estimuladas em 

divisão pela adição de auxina formando o calo primário e são a partir dessas células que 

são formados os meristemas radiculares. 

Estas observações estão de acordo com a visão de que os vários tipos de calos 

não são meramente massas homogêneas de células totalmente desdiferenciadas 

(Sugimoto et al. 2011), podendo ser observado células em diferentes graus de 

diferenciação. Além disso, o processo de embriogênese somática pode apresentar o que 

é considerado como transdiferenciação de um tecido de calo parcialmente diferenciado 

do que a rediferenciação de células isoladas dentro de uma massa celular 

desdiferenciada (Fehér 2015).  

 

4.4 Análises bioquímicas 

4.4.1 Análise bioquímica dos acessos 

A análise de açúcares solúveis totais demonstrou maiores teores nos acessos 

antes da indução de calos, sendo que o palmito proveniente de Buriti Vermelho foi o 

que apresentou menores teores de açúcares solúveis totais (AST). Já a análise de amido 

demonstrou que após a indução, todos os palmitos apresentaram um aumento no teor de 

amido e que de forma geral, o acesso de Buriti Vermelho sempre apresentou teores 

maiores de amido.  
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Estes resultados corroboram para a hipótese de que a concentração de amido está 

intimamente relacionada com a capacidade de formar calos. O presente trabalho 

demonstrou que o acesso que apresentou maior teor de amido imediatamente antes da 

inoculação em meio de indução, Buriti Vermelho (±55 µg/mg MS), foi o que formou 

mais precocemente calos e o que apresentou maior taxa de produção de calos, em 

comparação, por exemplo, com  o acesso Carmo do Parnaíba, que exibiu menor teor de 

amido (±23 µg/mg MS) que exibiu uma taxa de produção de calos menor do acesso 

Buriti Vermelho. Além disso, o teor de açúcares solúveis foi inversamente proporcional 

ao teor de amido, provavelmente por ter sido este metabolizado. 

Os resultados obtidos aqui são distintos dos resultados relatados por Bartos 

(2016) ao estudar o perfil bioquímico da indução de calos em E. guineensis. Os autores 

relatam aumento de AST durante o processo, começando com ± 100 µg/mg MS no 

estádio anterior à inoculação e chegando a ± 150 µg/mg MS após indução de calos. No 

entanto, verificou-se que as menores concentrações de amido foram detectadas nos 

explantes iniciais (±6 µg/mg MS) e, ao decorrer do processo de indução de calos, ocorre 

um aumento dessas concentrações (±15 µg/mg MS), diferentemente daqueles que não 

induziram calos (±5 µg/mg MS). Sugerindo dessa forma a importância deste composto 

para formação de calos. 

Gomes et al. (2014) também relatam uma queda nos níveis de AST nos tecidos 

dos cultivos em desenvolvimento (de ±180 para ±130 µg/mg MS) nos estádios de 

aquisição e desenvolvimento da embriogênese somática de embriões zigóticos de E. 

guineensis. Além disso, o autor relata um aumento nas concentrações de amido durante 

a indução de calos. 

Diversos outros trabalhos relatam a importância do amido durante a 

embriogênese somática (Sharma et al. 2004; Warchoł et al. 2015; Bartos et al. 2018). 

Strickland et al. (1987) ao avaliarem o efeito da fonte de carbono no meio de cultura, 

demonstraram que fontes como maltose contribuem para embriogênese. Como o amido 

é quebrado em moléculas de maltose, novos estudos podem ser realizados para avaliar a 

relação desse composto na embriogênese somática. Grzyb et al. (2018) também relata 

que os teores de açúcares estão relacionados com a resposta embriogênica, sendo que 

estes são afetados pelos níveis de fito-hormônios dos explantes. 
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Magnani et al. (2017) ao comparar o transcriptoma das células de calos 

primários e das células embriogênicas, mostraram repressão de vias bioquímicas ligadas 

ao metabolismo de carboidratos e lipídios, sugerindo que este fator é importante para a 

formação de calos e posterior formação de embriões somaticos. 

Quanto à análise de proteínas totais, assim como demonstrado por outros autores 

(Cangahuala-Inocente et al. 2009; Bartos 2016), há uma redução durante o processo de 

desenvolvimento in vitro. No presente trabalho, todos os acessos apresentavam teores 

maiores de proteínas antes da indução de calos (± 100 µg/mg MS), reduzindo após 120 

dias da indução (±10 µg/mg MS). 

4.4.2 Análise bioquímica dos calos 

Quanto ao perfil bioquímico dos calos, foi possível observar que o calo do tipo 

nodular apresentou maior teor de AST que o calo alongado, não diferenciando nos 

teores de amido. Além disso, foi possível observar também que o calo do tipo nodular 

também apresenta maior teor de proteína que o calo alongado. Dessa forma, estes dados 

sugerem uma mobilização maior do calo alongado para o AST, uma vez que estes calos 

estão em alta divisão celular. Por outro lado, níveis maiores de proteínas totais no calo 

nodular podem estar relacionados ao processo de diferenciação celular. 

Assim como relatado por Pescador et al. (2008) ao analisar bioquimicamente o 

teor de AST durante a embriogênese somática de Acca sellowiana. O autor observou 

altas e praticamente constantes quantidades destes compostos em todas as fases da 

embriogênese. Sugerindo dessa forma a importância deste açúcar para a diferenciação e 

desenvolvimento embrionário. Dessa forma, os teores observados no aqui para este 

composto possivelmente estão relacionados com a aquisição da competência 

embriogênica nesta fase. 

Diferentemente do observado no presente trabalho, Bartos (2016) observou 

teores maiores de açúcares solúveis (aproximadamente 220 µg/mg MS) para calos não 

embriogênicos, enquanto que nos calos embriogênicos os níveis destes compostos 

atingiram 40 µg/mg MS. Segundo Baud et al. (2002), a mobilização de açúcares 

solúveis nos estágios iniciais do desenvolvimento embriogênico é de grande 

importância, pois atuam principalmente como fonte de energia metabólica, de 

esqueletos de carbono e/ou sinalização. 



87 

 

Quanto a teores de proteína, outros autores demonstram aumento durante a 

diferenciação de embriões somáticos. Isso possivelmente se deve ao armazenamento 

deste composto, assim como ocorre no desenvolvimento de embriões zigóticos (Sghaier 

et al. 2009), ou ainda, que a desdiferenciação e reprogramação para a aquisição da 

competência embriogênica pelas células somáticas envolve a expressão de uma grande 

quantidade de proteínas (Fehér et al. 2003). 

 

5 Conclusões 
 

� A região Mediana, de modo geral, proporciona resultados satisfatórios 

quanto à formação de calos a partir de explantes foliares de macaúba (A. 

aculeata) 

� Manter explantes foliares de macaúba (A. aculeata) na posição horizontal 

favorece a formação de calos; 

� O seccionamento dos explantes foliares de macaúba (A. aculeata) de 

forma semelhante a uma “cortina” proporciona maior formação de calos; embora 

resulte em maior oxidação dos calos; 

� Nas condições estudadas, o acesso de Acrocomia aculeta Buriti 

Vermelho é mais responsivo em termos de calogênese em relação aos outros 

acessos avaliados aqui; 

� A concentração inicial de amido em explantes foliares de macaúba (A. 

aculeata) parece ser um importante fator para a indução de calos visando à 

embriogênese somática; 
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Capítulo 2 
EXPRESSÃO DIFERENCIAL DE GENES POTENCIALMENTE 
RELACIONADOS COM A CALOGÊNESE E HIBRIDIZAÇÃO IN 

SITU DO GENE SERK EM MACAÚBA (Acrocomia aculeata)  
 

Resumo 
Visando compreender melhor os processos moleculares desencadeados durante a 

formação de calos em macaúba, a expressão de sete genes potencialmente envolvidos 
nesse processo identificados em estudos prévios e a partir da literatura foi investigada 
por RT-qPCR. Além disso, foi realizada a hibridização in situ do gene SERK. Tecidos 
foliares de plantas adultas de dois acessos de macaúba foram inoculados em meio 
combinado com Picloram na concentração de 450 µM para a indução de calos. A 
análise da expressão foi realizada a partir de amostras de folhas de dois acessos de 
diferentes procedências (Tiros, MG e Buriti Vermelho, DF), sendo estes caracterizados 
como não responsivo (NR) e responsivo (R), respectivamente. O material foi coletado 
no momento do estabelecimento do experimento (0 DAI, dia inicial) e 120 dias após 
indução de calos (120 DAI). Foram avaliados genes relacionados com o 
desenvolvimento (SERK, OASA, EF1, ANN1) e estresse (LEA, CAT2 e MDAR5). Os 
resultados obtidos mostraram que todos os genes envolvidos com o desenvolvimento da 
planta analisada tiveram suas expressões negativamente regulados em 0 DAI quando o 
acessos R foi comparado com o acesso NR.  Por outro lado, foi possível observar que  
esses genes foram positivamente regulados aos 120 DAI. O gene de estresse LEA 
apresentou uma tendência a expressão aumentada no acesso NR, enquanto o acesso R 
apresentou expressão diminuída e os genes CAT2 e MDAR5 apresentaram expressão 
aumentada significativamente nos dois acessos. A hibridização in situ demonstrou 
expressão nos feixes vasculares, indicando a expressão de SERK nesta região, além da 
sua expressão em calos. Os resultados obtidos neste estudo corroboram nossa hipótese 
de que a regulação de genes envolvidos no controle do estresse oxidativo e 
desenvolvimento são cruciais para a formação de calos em macaúba. 

 
Palavras-chaves: Arecaceae, Embriogênese somática, RT-qPCR, desenvolvimento e 
estresse oxidativo, AacSERK. 
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1 Introdução 

A macaúba [Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. ex. Martius] é uma espécie 

oleaginosa da família Arecaceae. É uma planta nativa brasileira e possui grande 

dispersão na America do Sul, sendo encontrada principalmente na região do Cerrado 

Brasileiro (Lima et al. 2018).  

A macaúba possui grande valor econômico, sendo toda a planta aproveitada, 

tanto para culinária ou fins madeireiros (Cardoso et al. 2017). No entanto, são os frutos 

que apresentam maior interesse econômico. Eles apresentam altos teores de óleo 

(19,62% de óleo de polpa e 3,43% de óleo de semente) e, devido a isso, a macaúba tem 

alto potencial para a produção de biodiesel (Del Río et al. 2016). Mesmo assim, seus 

produtos ainda são obtidos de forma extrativista, o que tem mobilizado diferentes 

grupos de pesquisa na busca do melhor aproveitamento da espécie. Além disso, a 

reprodução exclusivamente de forma sexuada, presença de dormência das sementes e 

lento crescimento das plantas, também são empecilhos para que a macaúba tenha 

importância mais destacada na produção de óleo vegetal (Arkcoll 1990; César et al. 

2015). Dessa forma, é importante para a exploração comercial da macaúba, a utilização 

de tecnologias que possam acelerar a obtenção e propagação de genótipos superiores a 

partir de populações naturais. 

A embriogênese somática é uma técnica da cultura de tecidos vegetais que se 

apresenta como uma ferramenta de grande potencial para a propagação clonal de 

espécies como a macaúba. Ela pode permitir, dentre outras aplicações, a clonagem de 

genótipos selecionados em curto tempo e espaço físico limitado (Fehér 2015; Guan et 

al. 2016).  

Embora a técnica da embriogênese somática seja conhecida há mais de 60 anos 

(Steward et al. 1958), os mecanismos moleculares que governam as diferentes etapas do 

processo não são bem compreendidos (Vogel 2005; Gomes et al. 2014; Santos et al. 

2018). Dessa forma, trabalhos vêm sendo desenvolvidos nessa área a fim de entender os 

mecanismos envolvidos durante o processo (Loyola-Vargas and Ochoa-Alejo 2016; 

Magnani et al. 2017; Karim et al. 2018; Ikeuchi et al. 2019). Para isso, diversos genes 

expressos diferencialmente durante a embriogênese somática vem sendo estudados (Xia 

et al. 2014; Santos et al. 2018)  

Durante a fase inicial do cultivo in vitro e indução da embriogênese somática os 

explantes são expostos a um estímulo físico, químico ou biológico onde são 
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desencadeados processos morfogênicos que permitem a formação de calos. Esta etapa é 

uma das mais críticas para o estabelecimento das culturas embriogênicas in vitro 

(Guerra e Nodari 2006). Diversos fatores influenciam na indução da embriogênese 

somática, como por exemplo, a fonte de explantes utilizados (tecidos embrionários ou 

juvenis) e, geralmente, as altas concentrações das auxinas a que são submetidos (Guerra 

et al. 1999; Viñas e Jiménez 2011). 

A técnica de RT-qPCR é o método comumente utilizado para análises de 

expressão gênica. Esta técnica se destaca por ser informativa e precisa para a 

quantificação de diferenças nos níveis de expressão gênica entre amostras, alpem de ser 

uma técnica sensível e que não requer manipulação após amplificação (Wong e 

Medrano 2005; Taylor et al. 2010). Dessa forma é possível avaliar a expressão de genes 

relacionados à formação dos calos e sua relação com a embriogênese somática. 

As plantas possuem um grande número de receptores de sinais em sua superfície 

celular (receptor-like kinases, RLKs), os quais estão implicados na detecção de sinais 

extrínsecos e intrínsecos, e governam diversas respostas celulares (Santiago et al. 

2013a). Dentre essas vias de sinalização, existe um pequeno grupo de RLKs conhecido 

como Somatic Embryogenesis Receptor Kinases (SERKs) envolvido em diversos 

processos celulares dentre os quais a embriogênese somática (Kumar e Van Staden 

2019). Dentre estes genes envolvidos na embriogênese somática, destaca-se o gene 

SERK, que foi originalmente identificado como um marcador da competência 

embrionária na cultura de células de cenoura (Schmidt et al. 1997). Desde então ele tem 

sido considerado um marcador potencialmente confiável da competência embriogênica, 

uma vez que vários homólogos são encontrados em tecidos embriogênicos de diversas 

espécies vegetais (Thomas et al. 2004; Toorn et al. 2015; Song et al. 2017). Dentre estas 

espécies vegetais, o gene SERK já foi descrito para algumas palmeiras como Cocos 

nucifera (Pérez-Núñez et al. 2009), Phoenix dactilifera (Rekik et al. 2013) e Elaeis 

guineensis (Lee et al. 2018). 

A hibridização in situ é uma técnica citoquímica utilizada para localização de 

ácidos nucléicos, DNA ou RNA, em um organismo ou parte dele (Wilkinson 1992; 

McFadden 1995; Mukai 2017). A técnica baseia-se na utilização de uma sonda que pode 

ser de DNA ou RNA que, em condições específicas, hibridiza com uma seqüência alvo 

complementar em um tecido ou organismo previamente fixado, tornando-se visível com 

alguma forma de marcador, sendo assim possível determinar sua localização (Tsai e 
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Harding 2013). Na cultura de tecidos, a técnica vem sendo relatada para avaliar a 

expressão de genes durante o processo de desenvolvimento in vitro, sobretudo, o gene 

SERK, por ser este relacionado com aquisição da competência embriogênica. Dentre os 

trabalhos com palmeiras, a hibridização já foi descrita em Cocos nucifera (Pérez-Núñez 

et al. 2009) e Elaeis guineensis (Lee et al. 2018). Nesse contexto, o objetivo do trabalho 

foi avaliar a expressão diferencial de genes potencialmente relacionados com a 

calogênese em acessos contrastantes de macaúba com relação a resposta da formação de 

calos, além de analisar a localização in situ do gene SERK durante as diferentes etapas 

do processo visando corelacionar sua expressão como marcador da embriogÊnese 

somática em macaúba. 

 

2 Material e métodos 

2.1 Expressão de genes e Hibridização in situ 

Os experimentos de expressão de genes envolvidos na embriogênese somática 

de macaúba foram realizados no Laboratório de Cultura de Tecidos II (LCT-II) e no 

Laboratório de Genômica e Proteômica (LGP). Para a etapa de hibridização in situ, os 

experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos II (LCT-II), 

juntamente com os laboratórios de Regulação Gênica I (LRG-I), Reprodução Vegetal 

(LRV) e Microscopia (LBim), localizados na Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, Brasília, DF. 

2.2 Material vegetal 

Tecidos foliares de plantas adultas de macaúba foram desinfestados e inoculados 

em meio para indução de calos. O meio de cultivo consistiu de sais do meio de cultura 

Y3 (Eeuwens 1976) e vitaminas do meio de MS (Murashige e Skoog 1962), 

suplementado com 30 g.L-1 de sacarose, 500 mg.L-1 de glutamina, 500 mg.L-1 de 

caseína hidrolisada, 500 mg.L-1 de cisteína, 100 mg.L-1 de mio-inositol e 2,5 g.L-1 de 

carvão ativado. O meio foi solidificado com 2,2 g.L-1 de Phytagel (Sigma, St. Louis, 

MO). Foi utilizada a auxina Ácido 4-amino-3, 5, 6-tricloro- picolínico (Picloram) na 

concentração de 450 µM para a indução de calos. O pH foi ajustado para 5,8±0,01 antes 

da esterilização realizada por autoclavagem a 120 °C e 1,3 atm de pressão por 20 

minutos.  
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A análise da expressão de genes foi realizada a partir de amostras de folhas de 

dois acessos (Tiros – MG e Buriti Vermelho – DF), sendo estes caracterizados segunda 

sua formação de calos como não responsivo (NR) e responsivo (R), respectivamente. O 

material foi coletado no momento do estabelecimento do experimento (0 DAI, dia 

inicial) e 120 dias após cultivo em meio de indução de calos (120 DAI). Além disso, 

amostras de calos com características embriogênicas também foram retiradas para 

extração de RNA para preparo da sonda para hibridização. Todo o material foi 

congelado em nitrogênio líquido e armazenado em freezer a -80ºC. 

2.3 Seleção de genes envolvidos na aquisição da competência embriogênica e genes 

de referência 

 Estudos proteômicos prévios foram conduzidos no Laboratório de Genômica e 

Proteômica (LGP) e no Laboratório de Cultura de Tecidos II (LCTII) da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia (Silva et al. 2014; Santos et al. 2018; Almeida et al. 

2019). A partir destes resultados, foram selecionados genes envolvidos com a 

embriogênese somática. Destes resultados, foi selecionado um total de 29 genes para 

análise da expressão, sendo que destes, 16 destes genes foram expressos em macaúba. 

Nesse sentido, foram selecionados sete genes candidatos envolvidos com 

desenvolvimento e estresse da planta. Além disso, foram testados quatro genes de 

referência (ELF2, PD00380, PD00569 e ACT1) para análise da expressão de genes 

envolvidos na embriogênese somática (Tabela 1). 

2.4 Extração de RNA e síntese de cDNA para analise da expressão 

A extração de RNA total para a expressão de genes foi realizada a partir de 

folhas. Para isso, foi realizada uma pré-extração pelo método CTAB utilizando 300 mg 

de material previamente macerado em nitrogênio liquido e em triplicada para maior 

rendimento ao final. Foi adicionado às amostras 1 mL de tampão de extração (CTAB 

0,8%, NaCl 800 mM, EDTA 22 mM, Tris HCl 220mM pH 8, sarcosil 8%, Sorbitol 140 

mM, β-mercaptoetanol 0,2%) e 0,4 mL de solução Clorofórmio:álcool isoamílico (24:1, 

v/v) e os tubos mantidos sob agitação a 55ºC por 10 min. O material foi centrifugado e a 

fase aquosa recuperada e então adicionado isopropanol para precipitação. Depois de 

centrifugado, o pellet obtido ao final foi ressuspendido em água tratada com 

Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma–Aldrich)  
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Após essa etapa, o RNA total foi re-extraído utilizando-se o método Trizol 

(Sigma–Aldrich). A extração foi realizada utilizando 40 µL da pré-extração, onde foi 

adicionado 1 mL de Trizol e β-mercaptoetanol a 1%. Após agitação e centrifugação, foi 

coletada a parte aquosa e adicionado isopropanol para precipitação do RNA. Após 

centrifugação, o pellet obtido ao final foi suspendido em 10 µL de água tratada com 

Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma–Aldrich). 

Após a extração, o RNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2% e 

quantificado em espectrofotômetro (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). As amostras 

foram tratadas com DNase I, RNase Free (Applied Biosystems/Ambion) para remoção 

de DNA genômico e então sintetizado o cDNA utilizando Next Generation M-MLV 

RNAse Minus First Strand cDNA Synthesis (DNA express), segundo as especificações 

do fabricante. 
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Tabela 5 Genes e iniciadores desenhados para análise de RT-qPCR 

Gene name Acesso Nome do gene Foward primer (5' to 3') 
TM 
(°C) 

Reverse primer (5' to 3') TM (°C) 

ANN1 XM_010941329.2 annexin D1 (LOC105058405) GTCATAGCCACTCGTGCTGA 60.0 CTCCAGAAGTGTCGCCCTTA 60.4 

CAT2 NM_001319913.1 catalase isozyme 2 (LOC105054906) ATTGGGATCTCCTGGGAAAC 60.1 ACTCCTGGATGTGGGACTTG 60.0 

OASA XM_010919421.2 cysteine synthase (LOC105042287) AATATCATCTGGGGCTGCTG 60.1 GCTCACCAAAGCTAGGGAAA 59.5 

MDAR5 XM_010942780.2 
monodehydroascorbate reductase 5, 
mitochondrial (LOC105059480) 

AGCCAAGAAGGTTGCCATTA 59.7 GTGCTCCTCGGGAAATATGA 60.0 

EF1 JN003517.1 elongation factor 1 (EF1) AGGCTGACTGTGCTGTCCTT 60.1 TCTGCTTCACACCAAGGGTA 59.3 

LEA XP_010927880.1 
Putative late embryogenesis abundant (LEA) 
protein 

TGGGGTTTGTAATCAGCACA 54.5 TGAAGAAAAGGGAGGCTTCA 53.9 

SERK XP_010916943.1 Somatic Embryogenesis Receptor Kinase GCATCACCTTCCGAGTTAGC 55.8 TCGTATGGATCTGGGGAGAC 55.6 

CPN1 XM_010935102.1 
6-phosphogluconate dehydrogenase, 
decarboxylating 1-like (LOC105053810) 

TGAAAGATGGCTCTCACACG 60.0 TTTGAAGTGGTGCGGTTGTA 60.1 

ACT1 NM_001319906.1 actin-3-like (LOC105038005) CACTTCCTCATGCCATCCTT 60.1 CTAACAATTTCCCGCTCTGC 59.8 

ENO1 XM_010909626.2 enolase-like (LOC105034448) GTCAGCGAGTACCCCATTGT 60.0 TCGTCTCCAACAATCTGCAC 59.8 

HSP81-1 XM_010914921.2 heat shock protein 81-1 (LOC105038974) TTCGGTGTGGGGTTCTACTC 60.0 ATCCCTAGTCACGGTGAACG 60.0 

PFP-BETA XM_010915114.2 
pyrophosphate--fructose 6-phosphate 1-
phosphotransferase subunit beta 
(LOC105039111) 

TGTGCTCCTGTTGAGGAATG 59.8 CCTTCTTTATCACGGGCTTG 59.9 

RUBA XM_010920378.1 
ruBisCO large subunit-binding protein subunit 
alpha (LOC105042992), transcript variant X2 

GCGTGGCAGTTATCAAGGTT 60.1 TCCTCTATGGCTGCGAAAGT 60.0 

FAH XM_010915669.2 fumarylacetoacetase (LOC105039501) GCATGGGAATATGTGCCTCT 59.9 GAGCATCGCAAACAAAAGGT 60.3 

PRB1 XM_010940037.2 
pathogenesis-related protein 1-like 
(LOC105057431) 

CCTCGACCCAGTTCAAGTTC 59.7 TTTGCCTTGGCTACCTCATC 60.2 

GBSS1 XP_010940833.1 Granule-bound starch Synthase AGCCTTGATGCTGCTTTTGT 55.6 GCATCGCACTTCATCTCAAA 53.5 
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Tabela 1 (Continuação...) 

Gene name Acesso Nome do gene Foward primer (5' to 3') 
TM 
(°C) 

Reverse primer (5' to 3') 
TM 
(°C) 

LOC105050379 XP_010928670.1 
AP2-like ethylene-responsive transcription 
factor AIL5 isoform X2 ACAAGAGGAAGCTGCAGAGG 57.1 GCATTGGAGTTGGAGGATGT 55.1 

GSTU17 XP_010919191.1 Glutathione S-transferase U17-like ACTCCACACTCCGGTTCATC   GGTAGAGTTCGCCAAGTTGC   

BGLUC XP_010938396.1 Beta-glucosidase 22-like TCAGTTTGTTCCAACCCACA 54.6 AGTGTGCTTCCCATGAAACC 55.6 

PGM XM_010924524.2 
2,3-bisphosphoglycerate-independent 
phosphoglycerate mutase (LOC105046041) TGGACGCAATAGAGCAAGTG 60.0 GTCCCCCTTTTTATCGAGGA 60.3 

GER5 XM_010934113.2 germin-like protein 8-14 (LOC105053091) ACCTTAATCCAGGGGGTGTC 60.1 GTTATTGGCGGTGGAGATGA 60.9 

  XM_010919558.1 

granule-bound starch synthase 2, 
chloroplastic/amyloplastic-like 
(LOC105042381) TCTGTTGGCATGTTCCATGT 60.0 TCAGTCCGTGGTCACGATAA 60.1 

LOC106346350 XM_013785648.1 

protein SUPPRESSOR OF K(+) 
TRANSPORT GROWTH DEFECT 1-like 
(LOC106346350) CCCAAGATGCCATGTTCTTT 59.9 CGAGCCCTTTTTCTGCTAAA 59.6 

PDIL1-4 XM_010932368.2 protein disulfide-isomerase (LOC105051770) AACAAGCACCCCTTGTCATC 60.0 CAAGCTGCCATCCAGGTAAT 60.1 

MYRS XM_010111256.1 Myrcene synthase partial AAGTGAATCAACGGCGATCT 59.7 AGTCGGTCGGCATGTAACTC 60.1 

PRB1-3 XM_010943665.2 
pathogenesis-related protein PRB1-3-like 
(LOC105060073) ACTACGCCAACCAGCGAAT 60.7 TCACTCACCCACGAGTTCAC 59.7 

WUS1 XP_008776170.1 WUSCHEL-related homeobox 3B-like TGCCCTCAATCTTCCCATAG 54.2 AAAGATGCCCCAGACTCCTT 56.2 

F-Box XP_010935552.1 F-box family protein TGATGGCAGTGCTTTCAGAG 55.3 TGGTAGCAGCGTCACAAAAG 55.6 

FIE2 XP_010906361.1 Polycomb group protein FIE2 isoform X2 TAGCCGCACCATAACATTGA 54.3 TTGATGGTCGCTTGTTGGTA 54.4 

PD00569 EL682210 Manganese superoxide dismutase CACCACCAGACGTACATCACAAA 60.0 GATATGACCTCCGCCATTGAACT 60.0 

PD00380 EY397675 Predict 40s ribosomal protein S27-2 GATGGTTCTTCCGAACGATATTGA 63.0 TCACATCCATGAAGAATGAGTTCG 63.0 

ACT2 GAJH01031170.1 Actin/mreB/sugarkinase/HSP70 superfamily CTCAACCCCAAGGCGAAC 80.9 GTAACACCATCTCCCGAGTCAA 80,9 
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2.5 Validação de cDNAs por RT-PCR convencional 

O RT-PCR foi utilizado para a avaliação dos cDNAs sintetizados e para a 

validação dos primers selecionados para a análise de expressão gênica. As reações 

foram conduzidas com cDNA diluído 10x, 20x e 50x em água ultrapura, 2,5 µL de 

tampão de reação 5x (GE Healthcare Life Sciences) 1 µL de cada primer a 10 µM 

(foward e reverse), 0,5 µL de dNTPs, 0,75 µL de MgCl2 50 mM e 0,25 µL de Taq DNA 

Polimerase (GE Healthcare Life Sciences) em um volume final de 25 µL. A reação 

ocorreu em termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler - Applied Biosystems) sob as 

seguintes condições: 95°C por 3 min; 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30s e 72°C 

por 1 min; finalizando com um passo de 72°C por 5 min. Os produtos de amplificação 

foram visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. 

2.6 Análise de expressão gênica por RT-qPCR  

A análise da expressão relativa por RT-qPCR baseada na detecção de SYBR 

Green foi projetada para as análises da expressão de 29 genes candidatos com possível 

envolvimento na calogênese em um conjunto de dois tempos distintos (0 DAI e 120 

DAI) e dois acessos (Tiros – MG e Buriti Vermelho – DF). Os experimentos de RT-

qPCR foram realizados no termociclador 7300 96-well Real-Time PCR Systems 

(Applied Biosystems). Todas as reações foram compostas por 5 µL de Fast SYBR® 

Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 µL de cada primer em uma concentração 

inicial de 10 mM (forward e reverse) e 2 µL de cDNA fita simples referente a cada 

amostra a ser analisada (diluído 50x). O programa de PCR utilizado foi um passo a 

95°C por 10 min para ativação da enzima Taq DNA polimerase (hot start), 95°C por 15 

s, 60°C por 60 s repetidos por 40 ciclos. Para a verificação da presença de dímeros de 

primers e produtos inespecíficos, a curva de desnaturação (melting curve) foi analisada 

após o término da amplificação. Todos os experimentos foram feitos utilizando duas 

réplicas biológicas e para cada réplica biológica, três réplicas técnicas foram utilizadas. 

Todas as reações de RT-qPCR foram feitas em placas 96 poços e em cada placa foi 

colocado um controle negativo sem a presença de cDNA para confirmar a ausência de 

contaminação. Reações com RNA tratado com DNase também foram feitas para 

confirmar a ausência de contaminações com DNA genômico. 
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2.7 Análise de dados  

Os dados brutos da fluorescência de todas as corridas foram importados para o 

software Real-time PCR Miner, para a determinação da eficiência da PCR (Zhao e 

Fernald 2005). Os valores de Cq da triplicata biológica e o valor da eficiência de cada 

gene foram gerados pelo software Real Time PCR Miner para determinar a expressão 

relativa dos genes alvos.O software geNorm foi utilizado para a seleção dos genes de 

refêrencia. Após a determinação dos genes normalizadores mais estáveis (ACT2 e 

PD00569) pelo software geNorm, foi feita a análise da expressão relativa de cada gene 

candidato pelo software REST (Pfaffl 2001). As análises foram realizadas comparando 

as amostras de R e NR em cada tempo de coleta (0 DAI e 120 DAI). Foi feito também 

um time course da expressão relativa dos genes ao longo dos estágios para as amostras 

de R e NR, utilizando o tempo 0 (antes da indução) como controle. Na análise da 

expressão relativa de cada gene, o controle utilizado foi o acesso NR sob as mesmas 

condições do acesso R em cada tempo separadamente. Para determinar as expressões 

relativas foi realizada análise estatística (p ≤ 0,05). A expressão relativa dos genes foi 

considerada diminuída, aumentada ou não estatisticamente válida, sendo considerado  

um Fold Change ≤ 0,5 e ≥ 1,5. 

2.8 Extração de RNA e síntese de cDNA para hibridização in situ 

O RNA total foi extraído a partir dos calos embriogênicos utilizando-se o 

método Trizol (Sigma–Aldrich). A extração foi realizada utilizando 10 mg de calo 

fresco pulverizado com nitrogênio liquido. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de 

Trizol e β-mercaptoetanol 1% ao material pulverizado. Após  centrifugado e coletada a 

parte aquosa, foi adicionado isopropanol para precipitação do RNA. Em seguida, o 

pellet obtido ao final foi ressuspendido em água tratada com Dietilpirocarbonato 

(DEPC, Sigma–Aldrich). 

Após a extração, o RNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2% e 

quantificado em espectrofotômetro (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). As amostras 

foram tratadas com DNase I, RNase Free (Fermentas, Alemanha) para remoção de DNA 

genômico e então sintetizado o cDNA (Superscript III), segundo as especificações do 

fabricante. 
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2.9 Isolamento do SERK e seqüenciamento 

Após o preparo do cDNA, o isolamento do gene SERK das amostras foi 

realizado utilizando primers degenerados desenhados segundo seqüências conservadas 

de outras espécies já descritas. Além disso, foram usados primers utilizados em Cocos 

nucifera, segundo descrito por Pérez-Núñez et al. (2009). As seqüências dos primers 

degenerados utilizados estão descritas na Tabela 2. 

Tabela 6 Seqüências de primers utilizados para clonagem do gene AacSERK 

Descrição Foward (5’ – 3’) Reverse (5’ – 3’) 

Degenerados 
BCNACTCTKGTTAATCCATG YGCCATRCTAATCAKYTCRACY 

STTGAYCTTGGRAATGCAM KGCYTCRAASTCYTCRTCC 

CnSERK TATCTGGTACATTGGTCCCTC TGATGTGCCTGCTGAAGA 

 

Além dos primers e o cDNA, na etapa de amplificação, foi utilizado Taq DNA 

polimerase, MgCl2 50mM e dNTP 2,5mM (Kit Ludwig). O programa de amplificação 

seguido foi: desnaturação a 94°C por um minuto, 94°C por 40 segundos, seguido de 30 

ciclos de 50°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos, após um ciclo de 72°C por 30 

minutos. As reações foram realizadas em termociclador (Veriti™ thermal cycler, 

Applied Biosystems) e, após o processo de amplificação, os produtos da PCR obtidos 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. O padrão de bandas do DNA 

foi visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado (BioCell). 

Foi realizado o seqüenciamento das amostras no Laboratório de Genética 

Vegetal (LGV). As amostras foram seqüenciadas utilizando Big Dye Terminator Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems), de acordo com as recomendações do fabricante, 

e em seqüenciador automático ABI 3700. A seqüência adquirida foi analisada no Centro 

Nacional de Informações sobre Biotecnologia (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), 

utilizando o serviço BLAST. Além disso, o alinhamento da seqüência foi realizado 

utilizando o programa Clustal Omega (http:// www.ebi.ac.uk/clustalw). A predição dos 

domínios da proteína obtida foi realizada utilizando a ferramenta Search Sequence da 

plataforma Pfam (https://pfam.xfam.org/search/sequence). 
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2.10 Preparo do vetor 

Os fragmentos purificados obtidos da amplificação foram ligados ao vetor 

pGEM®-T Easy (Promega ®, Madison, WI), na proporção de 3:1 de inserto:vetor, por 

meio da reação utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega®), de acordo com as 

recomendações do fabricante. Os plasmídeos obtidos foram introduzidos em células 

competentes de Escherichia coli por eletroporação. As células transformadas foram 

selecionadas a partir do método de triagem azul-branco (blue-white screening). Após a 

eletroporação, 100 µL de meio contendo as células foram plaqueadas em meio seletivo 

LB sólido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de cloreto de sódio e 

1,6% de ágar) contendo 40 µL de tetraciclina, 20 µL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-d-

galactopiranosídeo (X-Gal) e 80 µL de isopropril-beta-D (IPTG) e incubadas a 37ºC, 

por aproximadamente 15 horas para isolamento das colônias transformadas (brancas) 

daquelas não transformadas (azul). Após esse período, colônias transformadas foram 

selecionadas e o seu DNA plasmidial foi isolado pelo método de purificação em 

colunas, com o Kit Miniprep (Promega), de acordo com as recomendações do 

fabricante. 

2.11 Preparo da sonda 

As sondas de RNA foram preparadas usando o Digoxigenin RNA Labeling Kit 

(Roche, Alemanha), de acordo com as recomendações do fabricante. Nesta etapa, o 

vetor obtido na etapa anterior foi utilizado para preparo da sonda para a hibridização. 

Para tanto, o DNA plasmidial contendo o gene SERK foi linearizado pela digestão com 

Nco1 ou Sal1, e foi utilizado Sp6 polymerase para obtenção da fita no sentido antisenso 

e T7 polymerase para obtenção da fita no sentido senso. As sondas de RNA foram 

tratadas utilizando DNase I livre de RNase por 15 min a 37ºC e EDTA 0,2M (pH 8,0). 

Após centrifugação, o pellet formado foi ressuspendido com água tratada com 

Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma–Aldrich). 

2.12 Preparo do tecido e hibridização 

As etapas de preparo do material vegetal e hibridização in situ foram feitas de 

acordo com Dusi (2015). Folhas com calo e calos embriogênicos foram fixados em 4% 

paraformaldeido, 0,25% glutaraldeido, e 0,1 M NaCl em 0,01 M tampão fosfato de 

sódio, pH 7,2 por um período de 24h e sob vácuo durante a primeira hora. Depois de 
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fixadas, as amostras foram desidratadas em uma série etanólica crescente (30 - 100%) 

por 1 hora cada. Logo em seguida, as amostras foram transferidas para etanol:histoclear 

nas proporções 3:1, 1:1, 1:3 e em histoclear puro 3x por uma hora cada e infiltradas em 

parafina (Paraplast, Sigma). Posteriormente, secções de 10 µm foram obtidas em 

micrótomo rotativo manual (Leica®, RM212RT), distendidas e aderidas às lâminas de 

vidro para microscopia próprias para imunohistoquímica (EasyPath™ ImmunoSlides) 

em placa aquecida a 42 °C. 

Além disso, foram realizados testes com laranja de acridina para verificar a 

preservação do RNA nos tecidos. Para isso, as lâminas previamente preparadas foram 

colocadas em tampão acetato (pH 2,0) durante 10 min e, em seguida, acrescentados 100 

µL laranja de acridina por 30 min. Logo após, foi realizada a lavagem das lâminas em 

tampão veronal-acetato pH 7,8 por 15 min. Então, os resultados foram registrados em 

microscópio fluorescente (Zeiss Axiophot) utilizando filtro de luz ultravioleta, acoplado 

a um computador com um software de captura de imagens (Software AxioVision). 

As secções obtidas foram hibridizadas com 60 ng de RNA da sonda preparada 

com a Digoxigenina, diluída em 100 µl tampão de hibridização (50% formamida, 1x 

solução de Denhardt, 0,6 ng de tRNA/µl, NaCl 300 mM, sulfato de dextran 10%, Tris-

HCl 10mM - pH 7,5- e 1mM de EDTA - pH 8,0 - em água). A hibridização foi realizada 

em câmara úmida por um período de 18h, no escuro e a 42 °C. Logo em seguida, as 

secções foram lavadas em uma série decrescente (4x, 2x, 1x e 0,5x) de SSC (sendo a 

concentração 1x equivalente a 0,15 M de NaCl e 15mM de citrato de sódio - pH 7,0) a 

42 °C por 30 min. Após,  foi feito o bloqueio com “Blocking reagent” Roche a 1% em 

tampão 1 (NaCl 0,15 M, 0.1M Tris-HCl, pH 7,5) por 30 min sendo em seguida 

adicionado o anticorpoanti-digoxigenin-AP fragmentos Fab (Roche), 1µL em 1 mL de 

tampão de hibridização por 1 h. Após esse período as lâminas foram  lavadas em 

tampão 1 para remoção de anticorpos que não foram ligados. Após, as lâminas foram 

transferidas para tampão de detecção 3 (Tris-HCl a 0,1M, pH 7,5, 0,1M de NaCl e 0,05 

M de MgCl2; pH final ajustado para 9,5). Em cada lâmina foi adicionada de coloração 

20 µL de solução comercial de cloreto de tetrazólio nitroazul junto com 5-bromo-4-

cloro-3-indolil fosfato (50 mg/ml) em 1 mL de tampão 3. Logo após, a reação de 

coloração foi finalizada utilizando solução tampão (0,01M de Tris-HCl, pH 8,0, 1mM 

de EDTA) e então os resultados foram registrados em microscópio de luz (Zeiss 
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Axiophot), acoplado a um computador com um software de captura de imagens 

(Software AxioVision).  

3 Resultados 

3.1 Análise da expressão gênica por RT-qPCR 

Buscando compreender melhor os processos moleculares e os padrões de 

expressão de genes envolvidos na indução de calos em dois acessos de macaúba 

contrastantes (Tiros, MG e Buriti Vermelho, DF) quanto à formação de calos foi 

realizada uma análise por RT-qPCR em dois estádios (0 e 120 DAI). O RNA total 

extraído apresentou rendimento médio de 3 µg/µL e, após a síntese de cDNA, foi 

realizada RT-PCR para uma avaliação preliminar dos cDNAs utilizando um par de 

primers para actina (Figura 1). Como não houve diferença na amplificação entre as 

diluições de cDNA, foi utilizada a diluição 1:50. Como esperado, os controles negativos 

(com água e sem cDNA) não produziram produto de amplificação, confirmando a 

ausência de contaminantes. 

 

 

Figura 25 Avaliação dos cDNAs por RT-PCR utilizando um par de primers para actina 
diluído 1:50. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio. As 
replicas do acesso responsivo e tempos de coleta estão indicados por R 0DAI, R 
120DAI, e do acesso não responsivo por NR 0DAI, NR 120DAI. MM: Marcador 1 Kb 
Plus, Co-: Controle negativo. 

 

Foi realizado ainda um teste para verificar contaminações com DNA genômico 

por RT-qPCR. Para isso, foi feito um pool com todos os RNAs tratados com DNAse. 

Os primers para o gene de referência PD00569 foi utilizado para esta avaliação e os 

resultados mostraram que não houve amplificação, confirmando a ausência de 

contaminação por DNA genômico (Figura 2A B).  
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Figura 26 Gráficos mostrando ausência de contaminação com DNA genômico e 
amplificação dos genes de referência ACT2 e PD00569. A e B: Gráfico e curva de 
dissociação da RT-qPCR feita com um pool de todos os RNAs tratados com DNAse 
para verificar contaminações com DNA genômico utilizando o primer de referência 
PD00569. Gráficos de amplificação dos genes de referência ACT2 (C) e sua curva de 
dissociação (D), e gráficos de amplificação do gene de referência PD00569 (E) e sua 
curva de dissociação (F). 

 

Os quatro primers dos genes de referência, predicted 40S ribosomal protein S27-

2 (PD00380), eukaryotic initiation factor 4A (EIF2), manganese superoxide dismutase 

(PD00569), actin/mreB/sugarKinase/HSP70 superfamily (ACT2) foram avaliados para 

verificar sua viabilidade para uso na expressão gênica no acessos testados. Os primers 

para PD00380 produziram amplificação de produto inespecífico e os primers para EIF2 
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não apresentaram produto de amplificação. Assim, estes primers foram excluídos das 

análises e os primers PD00569 e ACT2 foram utilizados (Figura 2).  

 Com a finalidade de avaliar a estabilidade dos genes candidatos e de referência, 

foi utilizado o software geNorm que calcula o valor da estabilidade da expressão gênica 

(M), baseado na média geométrica dos genes testados e na média de variação par a par 

de um gene contra todos os outros nas diferentes amostras. O software classifica os 

genes de acordo com seu valor de M. Assim, quanto menor o valor de M, mais estável é 

a sua expressão. Os resultados mostraram que os genes com o menor valor de M foram 

os genes PD00569 e ACT2 (Figura 3). Portanto, estes foram utilizados para a 

normalização das expressões relativas. 

 

 

Figura 27 Média da estabilidade da expressão dos genes de referência e genes 
candidatos. 

 

Após a confirmação de ausência de contaminação com DNA genômico foi feita 

a análise da expressão relativa por RT-qPCR e análise da curva de dissociação (Curva 

de Melting) dos 29 genes candidatos com possível envolvimento na aquisição de 

competência embriogênica. A análise das curvas de melting indicou que dos 29 pares de 
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primers utilizados para amplificar os genes candidatos, 16 foram específicos na 

amplificação, gerando um único produto de PCR. Nesse sentido, foram selecionados 

sete genes candidatos envolvidos com desenvolvimento e estresse da planta com 

tamanho desejado de amplicon, indicando especificidade dos primers em todos os 

tempos de coleta (Figura 4). Portanto, esses sete genes seguiram para as análises de 

expressão relativa por RT-qPCR. 
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Figura 28 Curva de dissociação da amplificação (Melt curve) dos sete genes candidatos 
que apresentaram amplificação em todos os acessos e tempos de coleta. A: SERK, B: 
OASA, C: EF1, D: ANN1, E: LEA, F: CAT2 e G: MDAR5. 
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3.1.1 Comparação da expressão relativa no acesso responsivo (R) e não responsivo 

(NR) 

Visando avaliar a expressão diferencial de genes potencialmente envolvidos na 

indução de calos em macaúba e compreender os processos moleculares envolvidos, 

foram selecionados sete genes para a análise da expressão relativa em dois acessos 

contrastantes para a formação de calos. Os genes avaliados foram separados em 

categorias segundo Santos et al. (2018), em genes relacionados ao desenvolvimento: 

SERK, OASA, EF1 e ANN1, e genes relacionados a estresse: LEA, CAT2 e MDAR5. Para 

a análise da expressão relativa foram utilizados os genes de referência ACT2 (Xia et al. 

2014) e PD00569 (Chan et al. 2014) como genes normalizadores. 

Os resultados obtidos mostraram que todos os genes envolvidos com o 

desenvolvimento da planta analisados neste estudo, tiveram suas expressões 

negativamente reguladas em 0 DAI e positivamente reguladas aos 120 DAI quando o 

acessos R foi comparado com o acesso NR (Figura 5). Esse aumento em expressão 

destes genes após a indução possivelmente indicam que os mecanismos de resposta à 

formação de calos foram ativados no acesso R. Os genes relacionados a estresse tiveram 

diferentes padrões de expressão, enquanto o gene LEA apresentou uma tendência de 

expressão diminuída em 0 DAI e 120 DAI o gene CAT2 apresentou uma tendência de 

expressão aumentada no mesmo período, e o gene MDAR5 apresentou uma tendência de 

expressão diminuída aos 0 DAI e aumentada aos 120 DAI. 
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Figura 29 Análise da expressão relativa dos genes candidatos comparando o acesso R x 
NR (Responsivo e Não-responsivo) aos 0 DAI e 120 DAI (Dias após indução) em cada 
estádio de coleta. Barras com * indicam expressão significativa (p<0,05). 

 

3.1.2 Time-course da expressão relativa dos acessos R e NR 

 Visando observar a expressão dos sete genes potencialmente envolvidos na 

indução de calos em macaúba, uma análise da expressão relativa para os dois acessos 

foi realizada utilizando o material antes da indução (0 DAI) de cada acesso como 

controle para comparar com o material aos 120 dias após a indução (120 DAI). Os 

resultados da análise da expressão relativa dos genes nesse período para cada acesso 

revelaram que os genes de desenvolvimento SERK e EF1 apresentaram expressão 

significativamente diminuída aos 120 DAI nos dois acessos, enquanto os genes OASA e 

ANN1 apresentaram expressão significativamente aumentada no acesso R e uma 

tendência positiva no acesso NR (Figura 6). Foi possível observar ainda que o gene de 

estresse LEA apresentou uma tendência a expressão aumentada no acesso NR, enquanto 

o acesso R apresentou uma tendência expressão diminuída, enquanto os genes CAT2 e 

MDAR5 apresentaram expressão aumentada significativamente nos dois acessos. 
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Figura 30 Análise da expressão relativa dos genes candidatos aos 120 DAI (dias de 
indução) dos acessos R e NR (Responsivo e Não-responsivo), utilizando o tempo inicial 
como controle, time-course. Barras com * indicam expressão significativa. 

 

3.2 Hibridização in situ do gene SERK 

3.2.1 Clonagem e seqüenciamento do gene SERK 

Foi obtido o gene SERK parcialmente a partir da reação de RT-PCR utilizando 

os primers de Cocos nucifera descritos por Pérez-Núñez et al. (2009). A quantificação 

da amostra com espectrofotômetro apresentou uma concentração de aproximadamente 

2,5 ng/µL, assim como a análise por eletroforese em gel de agarose (Figura 7).  
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Figura 31. Eletroforese em gel de agarose para a confirmação do gene SERK isolado a 
partir de calos embriogênicos de Acrocomia aculeata. M: Marcador 100 plus Ladder 
ML: Marcador DNA Low Mass (concentração em 4 µL); C1 e C2: Controle 1 e 2, A: 
Banda da amostra do gene SERK isolado destacado em vermelho.  

 

O gene SERK em Acrocomia aculeata, obtido com 586 pb após sequenciamento, 

apresentou seqüências de nucleotídeos altamente conservadas, quando comparadas com 

outras espécies, tais como as palmeiras: Elaeis guineenses (EgSERK1), Cocos nucifera 

(CnSERK) e Phoenix dactylifera (PdSERK2), com identidades de 98% e E-value 0,0. 

Foi realizado também, o alinhamento das sequências de aminoácidos (Figura 8), 

resultando em 99% de semelhança com Elaeis guineensis e Cocos nucifera (acessos: 

XM_010918641.1, AY791293.2, respectivamente) e 96% com Phoenix dactylifera 

(acesso: XM_008813000.2). 
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Figura 32. Alinhamento de sequências de aminoácidos do gene SERK das espécies: 
Acrocomia aculeata, Phoenix dactylifera, Cocos nucifera e Elaeis guineensis. 

 

Além disso, foi realizada a filogenia de 21 sequências de aminoácidos da família 

do gene SERK que apresentaram semelhanças em relação aos aminoácidos deduzidos 

dos contigs obtidos da Acrocomia aculeata (Figura 9). É possível perceber que a 

Acrocomia aculeata apresenta maior semelhança com as espécies E. guineensis e C. 

nucifera. A predição dos domínios da proteína obtida foi possível constatar que a região 

parcial do SERK obtida se trata da região da LRR (Figura 10). 
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Figura 33. Filogenia de 21 seqüências de aminoácidos da família do gene SERK em 
relação ao gene da macaúba (Acrocomia aculeata) com respectivos acessos no NCBI. 

 

Figura 34 Representação esquemática dos domínios da proteína de AacSERK de acordo 
com o gene parcial obtido e desenhado utilizando o software Search Domain Pfam. 
LRR: Leucine Rich Repeat. 

 

3.2.2 Teste com laranja de acridina e localização da expressão de SERK por 

hibridização in situ 

O tecido escolhido para hibridização possuía parte da folha com calo (Figura 

11A). O teste com o corante laranja de acridina em secções de calos de macaúba, 

mostrou coloração laranja no citoplasma e nucléolo, e coloração esverdeada no núcleo 

das células nos tecidos analisados. A coloração laranja indica presença de RNA total e 

demonstrou que o tecido, após o processamento, ainda possui seu RNA preservado, 

sendo a ausência deste um fator limitante para a hibridização (Figura 11B). Na folha, 

após hibridização com a sonda senso, não foi observado sinal de hibridização (Figura 

11C), enquanto após hibridização com a sonda antisenso, coloração azul arroxeada foi 

observada principalmente nos feixes vasculares, indicando ocorrer a expressão de SERK 

nesta região (Figura 11D). Em calos, a hibridização com a sonda senso também não 
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resultou em sinal (Figura 11E) enquanto a hibridização com a sonda antisenso resultou 

em sinal hibridização (Figura 11F). 

 

Figura 35. Folha imatura com calo de macaúba (Acrocomia aculeata) e localização da 
expressão do gene SERK por hibridização in situ em cortes histológicos. A: Folha 
imatura com calo de macaúba separados para a hibridização in situ; B: Cortes 
histológicos evidenciando a presença de RNA total (coloração laranja) após teste com 
laranja de acridina; C,D: Cortes histológicos da região da nervura da folha que foram 
utilizados em C para controle da hibridização in situ utilizando sonda Senso, não 
apresentando hibridização, e em D apresentando sinal hibridização, após hibridização in 

situ utilizando sonda anti-Senso; E, F: Cortes histológicos de calos que utilizados em E 
para controle da hibridização utilizando sonda Senso, sem apresentar sinal de 
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hibridização in situ, e F apresentando sinal de hibridização in situ utilizando sonda anti-
Senso. Escalas: A: 0,5 mm, B, C e D: 40 µm. E e F: 200 µm. 
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4 Discussão 

4.1 Expressão gênica de genes candidatos 

O presente trabalho indica que as respostas da expressão diferencial de genes 

entre o acesso responsivo e não responsivo e sua comparação após 120 dias de indução 

podem estar relacionados com indução da embriogênese somática em macaúba. Assim 

como descrito por Santos et al. (2018), os sete genes analisados foram separados 

segundo a análise de ontologia gênica (GO) para se obter sua classificação funcional. Os 

genes avaliados neste estudo apresentam importantes papéis relacionados com respostas 

ao desenvolvimento e estresse. Estes genes parecem participar no controle do estresse e 

adaptação dos genótipos à condição in vitro imposta durante a indução da calogênese 

visando a embriogênese somática. 

4.1.1 Genes associados com desenvolvimento  

Os genes envolvidos com o desenvolvimento segundo a classificação pela 

ontologia gênica foram: somatic embryogenesis receptor kinase 2-like (SERK, GO: 

0007165 e GO: 0006468), cysteine synthase (OASA, GO: 0006535), elongation factor 

1-alpha-like (EF1, GO: 0006414), ANN1 annexin D1-like. 

Entre os genes envolvidos na indução da embriogênese somática descritos aqui, 

o gene SERK tem um papel que destaca por ser considerado como um marcador 

molecular para embriogênese somática (Schmidt et al. 1997; Somleva et al. 2000; 

Kumar e Van Staden 2019). Os resultados apresentados sugerem que a expressão desse 

gene está relacionada à calogênese em macaúba, uma vez que o acesso mais responsivo 

apresentou expressão maior após 120 dias de indução de calos, embora menor que antes 

da indução. O mesmo foi observado por Santos et al. (2018) ao comparar a expressão do 

gene SERK em dois genótipos de palma de óelo que apresentam diferentes respostas à 

calogênese. 

Pérez-Núñez et al. (2009) relata que a expressão do gene CnSERK em tecidos 

somáticos, assim como em calos não embriogênicos, ocorreu em níveis inferiores aos 

observados em tecidos embriogênicos e que sua expressão ocorreu em centros 

meristemáticos, onde as estruturas embriogênicas são formadas. Dessa forma, estes 

resultados podem explicar o nível menor de expressão quando comparado o time-course 
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nos tecidos avaliados no presente trabalho, uma vez que o gene SERK apresentou níveis 

de expressão menores após a indução. 

Por sua vez, Pérez-Núñez et al. (2009) descreve que os tecidos embriogênicos 

que mais expressaram o gene SERK formaram os embriões somáticos, sugerindo que a 

expressão de CnSERK poderia ser usada como marcador de células competência para 

formar embriões somáticos em tecidos de coco cultivados in vitro. Isso também foi 

verificado por Santos et al. (2005), onde os autores sugerem fortemente que o TcSERK é 

um gene funcional que desempenha um papel importante no desenvolvimento de 

embriões de cacau. 

Hecht et al. (2001) sugerem que o AtSERK1 poderia ser um componente de uma 

via de sinalização da embriogênese, que é recrutado a partir de uma via que opera 

normalmente durante o desenvolvimento do óvulo. Portanto, as células competentes 

podem conter um receptor inativo, que é ativado pela presença do ligante adequado para 

ativar o programa de embriogênese. Assim como observado por Baudino et al. (2001) 

em culturas in vitro de milho, ambos os genes ZmSERK1 e ZmSERK2 foram expressos 

em tecidos embriogênicos e não embriogênicos. Já in vivo, ZmSERK1 apresenta 

expressão em tecidos reprodutivos. Como descrito por Santiago et al. (2013), as 

proteínas SERKs abrigam domínios conservados que permitem estabelecer interações 

específicas com diferentes receptores quinases. 

Outro gene avaliado neste trabalho e que pode estar relacionado à calogênese em 

macaúba é o gene OASA. Este gene teve sua expressão regulada negativamente em 0 

DAI e positivamente em 120 DAI no acesso responsivo (R) quando comparado ao não 

responsivo (NR), além de ser mais expresso ao longo tempo. Este resultado esta em 

conformidade com o observado por Santos et al. (2018) em palma de óleo, que 

observou que o genótipo responsivo apresentou maiores níveis de expressão para esse 

gene.O gene OASA é relacionado ao processamento de proteínas que estão envolvidas 

como reguladores da expressão gênica, no controle da proliferação celular e no contexto 

da resistência ao estresse oxidativo, como doador de equivalentes redutores para a 

eliminação de espécies reativas de oxigênio (ROS, Reactive oxygen species) (May et al. 

1998). 

As ROS apresentam uma dupla função em muitos processos de desenvolvimento 

da planta, que dependem do nível e da distribuição dessas moléculas. As altas 

concentrações de ROS são tóxicas, levando a danos oxidativos. No entanto, em 
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concentrações apropriadas, podem atuar como moléculas sinalizadoras que regulam 

muitas respostas fisiológicas e de desenvolvimento (Mittler et al. 2011; Kocsy et al. 

2013). Assim, estudos têm mostrado que fatores de estresse como as ROS 

desempenham um papel importante durante a embriogênese somática (Karami e Saidi 

2010; Jin et al. 2014; Zhou et al. 2016) 

Dessa forma, a expressão do gene OASA, além de atuar também na regulação do 

estresse oxidativo, podendo estimular a diferenciação celular em presença de auxina, 

promove a formação de embriões somáticos (Youssefian et al. 2002; Pan et al. 2010). 

Assim, isto pode explicar o aumento da expressão deste gene no acesso responsivo, 

sugerindo que este gene é um potencial marcador da indução de calos. 

Durante a síntese se proteínas, a fase de tradução é dividida em três etapas: 

iniciação, alongamento e término. Nestas etapas, diversos fatores envolvidos regulam a 

síntese de proteínas. Dentre estes fatores, o fator de alongamento eucariótico 1A (EF1) 

catalisa a primeira etapa do ciclo de alongamento (Kaziro et al. 1991; Lamberti et al. 

2004). Dessa forma, a maior expressão do gene EF1 pode estar relacionada à maior 

síntese proteica nos tecidos. Assim como observado por Santos et al. (2018), este gene 

possui maior expressão no genótipo responsivo (R). 

A ANN1 é uma proteína multifuncional que interage com os componentes da 

membrana, que estão envolvidos na organização estrutural da célula, atuando na 

sinalização e no controle do crescimento intracelular (Moss e Morgan 2004). Há  fortes 

evidências de que eles também estão diretamente envolvidos divisão celular (Gallardo 

et al. 2003).  

A proteína Annexin D1 tem sido relacionada à embriogênese somática. Esta 

proteína foi identificada embriões somáticos de mandioca (Baba et al. 2008). Almeida et 

al. (2019), ao avaliar o perfil de proteínas em dois genótipos de palma de óleo, 

observaram que o genótipo mais responsivo apresentava nível superior da proteína. Este 

resultado pode estar relacionado com o observado aqui, onde o acesso mais responsivo 

apresentou maior expressão desse gene após 120 dias de indução. Possivelmente, este 

resultado esta envolvido com a formação de calos devido à maior divisão celular nessa 

fase. Esse aumento da expressão destes genes, após a indução, possivelmente indicam 

que os mecanismos de resposta à formação de calos que foram ativados no acesso 

responsivo apresentam maiores níveis de expressão dos genes candidatos avaliados do 

que no acesso não responsivo. 
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4.1.2 Genes associados com o estresse  

Os genes expressos durante a indução de calos em macaúba associados com o 

estresse segundo a classificação pela ontologia gênica foram: catalase isozyme 2 (CAT2, 

GO:0098869, GO:0055114 e GO:0042542), monodehydroascorbate reductase 

mitochondrial 5 isoform X1 (MDAR5, GO:0055114) e putative late embryogenesis 

abundant (LEA) protein  (LEA, GO:0009269 e GO:0009735). Estes genes apresentaram 

diferentes respostas de expressão, sendo que, de forma geral, o gene LEA apresentou 

expressão diminuída no acesso responsivo e aumentada no não responsivo, enquanto os 

genes CAT2 e MDAR5 apresentaram expressão aumentada nos dois acessos, após a 

indução de calos. 

Os genes CAT2 e MDAR5 apresentaram uma tendência similar aos dados 

apresentados por Santos et al. (2018) e dados proteômicos obtidos por Almeida et al. 

(2019). Estes genes apresentaram maior expressão em genótipos mais responsivos à 

formação de calos. De acordo com Araldi et al. (2016) e Zhou et al. (2016), a catalase é 

uma proteína antioxidante que age na regulação de ROS (Reactie oxygen species) e sua 

atividade reduzida resulta no acúmulo de peróxido de hidrogênio (H2O2). A principal 

função da catalase no tecido foliar é a quebra de H2O2 nos peroxissomos resultando em 

água e oxigênio estável, removendo dessa forma H2O2 formado sob condições de 

estresse (Mhamdi et al. 2010). 

O gene LEA é comumente associado a respostas ao processo da embriogênese 

somática e expresso durante fases mais tardias (Godoy et al. 1994). Além disso, as 

proteínas LEA são acumuladas principalmente nas fases tardias do desenvolvimento de 

sementes e em tecidos vegetativos em resposta ao estresse exógeno (Hundertmark e 

Hincha 2008, Banerjee e Roychoudhury 2016). No presente trabalho, este gene 

apresentou níveis menores de expressão no genótipo responsivo, sugerindo dessa forma 

que, nas condições testadas aqui, sua expressão pode estar envolvida em diferentes 

respostas. 
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4.2 Caracterização do gene SERK e Hibridização in situ 

Com a obtenção do gene SERK a partir de calos embriogênicos de Acrocomia 

aculeata e com seu seqüenciamento, sugere-se aqui a nomenclatura para o gene na 

espécie de AacSERK, e assim será tratada neste trabalho.  

A análise da seqüência parcial obtida mostrou que o AacSERK codifica parte 

uma proteína SERK com os domínios de repetição rico em leucinas (LRR). Este 

domínio de repetição rico em leucina do receptor de membrana quinase é responsável 

pela ligação com diversos sinais extracelulares, como hormônios esteróides, peptídeos e 

proteínas. No entanto, ainda não se sabe como a ligação de esteróides na superfície da 

célula ativa o domínio de quinase citoplasmática (Santiago et al. 2013a). 

Assim como descrito por Pérez-Núñez et al. (2009) para o gene CnSERK, Shah 

et al. (2001) para o gene AtSERK1 e por Ma et al. (2014) para o gene AcSERK3, os 

domínios do gene consistem basicamente em um peptídeo sinal, um domínio de leucina 

Zipper, cinco regiões ricas em leucina (LRR), uma região rica em serina-prolina 

(domínio SPP). O domínio SPP é uma região que se destacam por distinguem proteínas 

SERK de outras proteínas pertencentes à família LRR-RLK. Além disso, as proteínas 

SERK comumente apresentam um único domínio transmembrana, o domínio Kinase 

com 11 subdomínios e, finalmente, a região do C terminal. 

A análise filogenética da similaridade dos aminoácidos apresentou que o 

AacSERK está próximo ao CnSERK, sugerindo assim sua proximidade na expressão e 

função. No mesmo grupo, é encontrado o SERK1 e SERK2 das espécies P. dactylifera e 

E. guineensis, ambos os registros são derivados de seqüências genômicas (acessos: 

NW_008247047.1 e NC_025995.1, respectivamente). A maior similaridade desta 

seqüência foi observada em espécie da família Arecaceae. 

Além disso, a alta similaridade da seqüência AacSERK entre e as proteínas 

SERK de outras espécies, sugerem que este gene desempenha algum papel na 

embriogênese somática, como foi proposto para estes ortólogos, tais como AtSERK1 

(Hecht et al. 2001), ZmSERK1 (Baudino et al. 2001), TcSERK (Santos et al. 2005) e 

OsSERK1 (Hu et al. 2005).  

A hibridização in situ é uma técnica utilizada para determinar os padrões de 

distribuição celular de transcritos de mRNA em secções dos tecidos. Essa técnica 

fornece respostas de alta resolução da distribuição de transcritos alvo e ainda com 

capacidade de diferenciar padrões de expressão de genes intimamente relacionados. No 
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entanto, devido à vasta gama de aplicações, infelizmente não existe um protocolo 

universal único (McFadden 1995; Tsai and Harding 2013), sendo necessário sempre um 

ajuste de protocolo para cada situação. 

O experimento de hibridização in situ da folha revelou a expressão do gene 

SERK principalmente nos feixes vasculares. Esse resultado pode estar relacionado ao 

princípio de formação de calos. Em macaúba, os calos primários são formados nos 

feixes vasculares de menor calibre, assim como relatado por Meira et al. (2018) ao 

demonstrar anatomicamente a formação dos calos em A. aculeata. O mesmo é relatado 

por Lee et al. (2018) ao examinar a localização do mRNA EgSERK I em folhas imaturas 

de Elaeis guineensis por hibridização in situ, detectando sinais positivos em feixes 

vasculares. Este mesmo padrão de expressão é observado em outras espécies. 

Resultados semelhantes foram relatados por Nolan et al. (2009) em Medicago 

truncatula (MtSERK I) e por Ge et al. (2010) em Citrus sinensis (CitSERK1), onde estes 

genes foram expressos em células circundando tecidos vasculares e nas bordas de corte 

do explante foliar. 

Assim como descrito por Alves et al. (2007), após a coloração com o laranja de 

acridina, o RNA torna-se laranja sob luz UV, enquanto o DNA apresenta coloração 

verde. Dessa forma, foi possível observar que o RNA estava bem preservado no 

citoplasma, assim como no nucléolo das células. 

 

5 Conclusão 
Os genes SERK, OASA, EF1, ANN1, LEA e MDAR5 parecem estar envolvidos 

na formação de calos em macaúba, apresentando diferentes níveis de expressão. Assim, 

uma vez que aparecem expressos também em outras espécies, como a palma de óleo, os 

genes testados aqui podem ser explorados futuramente como potenciais marcadores da 

embriogênese somática nesta espécie. Assim como os genes de referência utilizados 

aqui (ACT2 e PD00569) são normalizadores da expressão e podem ser utilizados.  

Os resultados da expressão do gene AacSERK sugerem que este pode estar 

associado à calogênese por meio da reprogramação e desdiferenciação de células que 

envolvem feixes vasculares em explantes foliares para formar o calo primário, podendo 

ser usado como marcador molecular.  

Os resultados descritos aqui são inéditos e, no nosso entendimento, importantes 

como indicativos para aplicação da técnica de hibridização in situ em macaúba no 
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sentido de facilitar a localização das regiões de origem dos embriões somáticos, 

podendo a técnica ser utilizada para a detecção do início da aquisição da competência 

embriogênica a partir de células somáticas. 
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