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RESUMO 

NASCIMENTO, Antonia Maiara Marques do, M.Sc., Universidade Federal de 
Viçosa, março de 2018. Protocolo de indução da calogênese in vitro a partir de 
folíolos imaturos de plantas adultas de macaúba. Orientador: Sérgio Yoshimitsu 
Motoike. Coorientadores: Cosme Damião Cruz e Edgard Augusto de Toledo Picoli. 

 
A macaúba (Acrocomia aculeata) tem despertado interesse econômico devido ao seu 

elevado teor de óleo. Entretanto, problemas na propagação desta espécie limitam seu 

uso em larga escala, sendo necessários estudos que viabilizem a sua produção em 

escala comercial. Por conseguinte, a micropropagação se apresenta como uma 

excelente alternativa para esta finalidade. A embriogênese somática é uma 

ferramenta promissora para esta espécie. Porém, balanços hormonais adequados são 

requisitos fundamentais para a indução da calogênese. Com isso, este trabalho teve 

por objetivo estabelecer um protocolo de calogênese in vitro a partir de folíolos 

imaturos de plantas adultas de macaúba. Foram realizados dois experimentos. No 

primeiro foi avaliada a influência de acessos, meios de cultura e auxinas. No 

segundo, além da influência dos acessos, também foram avaliadas diferentes 

vitaminas e concentração de sacarose. Para o primeiro experimento, aos 90 dias após 

a inoculação, os explantes foram avaliados. Uma amostra dos explantes com calos 

foi avaliada anatomicamente, sendo os demais transferidos para um meio de 

multiplicação contendo ou não citocinina. Para o segundo experimento, aos 75 dias 

após a inoculação, foi realizada a avaliação da resposta dos explantes ao meio de 

cultivo. Os resultados mostraram que diferentes acessos de A. aculeata respondem de 

forma distinta às mesmas condições de cultivo, para o primeiro experimento. O meio 

de indução contendo 17,34 mM de nitrogênio acrescido de vitaminas B5 

modificadas, 135 µM de Picloram e 20 ou 30 g L-1 de sacarose foi o melhor para a 

indução de calos em explantes foliares de plantas adultas de macaúba. Para a 

multiplicação, o meio com citocinina aumentou a proliferação dos calos. Segundo os 

estudos anatômicos, no primeiro experimento, não houve a formação de calos 

embriogênicos. Dessa maneira, foi estabelecido o meio de cultura para a calogênese, 

sendo necessários estudos para confirmar a resposta eficiente do meio 

independentemente do acesso.  

  



 

 

ix 

 

 

ABSTRACT 

NASCIMENTO, Antonia Maiara Marques do, M.Sc., Federal University of Viçosa, 
March, 2018. A protocol for in vitro callogenesis induction from immature 
leaflets of adult macaw palm plants. Advisor: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Co-
advisors: Cosme Damião Cruz and Edgard Augusto de Toledo Picoli. 

 
Macaw palm (Acrocomia aculeata) has awakened great economic interest due to its 

high oil content. Nevertheless, propagation issues affecting this species impose 

limitations on its widespread use, being desirable studies focusing on making 

feasible its production on a commercial scale. In this sense, micropropagation is an 

excellent alternative. Somatic embryogenesis is a promising tool for this species, but 

it requires a proper balance of hormones for inducting callogenesis accordingly. 

Taking this into account, the goal of this study is to establish a protocol for in vitro 

callogenesis induction from immature leaflets of adult macaw palm plants. To this 

end, two experiments were undertaken. In the first one, the influence of two different 

genotypes, culture media, and auxins was assessed. In the second one, in addition to 

the influence of genotypes, several vitamins as well as sucrose concentrations were 

assessed too. For the first experiment, 90 days after inoculation, the explants’ 

response was evaluated. A sample was chosen, from those explants that generated 

calli, for being anatomically assessed. The remaining explants were transferred to 

two different multiplication media, containing or not cytokinin. For the second 

experiment, 75 days after inoculation, the evaluation of the explants’ response to the 

culture medium was performed. The results showed different responses for the 

selected genotypes from A. aculeata when the same treatment was applied. The best 

medium for callus’ induction, in foliar explants coming from adult macaw palm 

plants, was the one containing 17.34 mM of nitrogen with modified B5 vitamins, 135 

µM of Picloram, and 20 or 30 g·L-1 of sucrose added on it. Regarding multiplication, 

the medium with cytokinin increased calli proliferation. As reported by the anatomic 

study, no embryogenic calli formation appeared in the first experiment. In 

conclusion, this work established a culture medium for callogenesis induction, even 

if further studies should be conducted to verify the efficient response of the proposed 

medium irrespectively of the genotype. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A macaúba é uma palmeira de extrema importância devido à quantidade e 

propriedades dos óleos que seus frutos produzem. Isto implica na possibilidade de 

uso para diversos fins na indústria farmacêutica (LESCANO et al., 2015), alimentar 

(FAVARO et al., 2018) e de biocombustíveis (VIEIRA et al., 2012).  

Esta palmeira tem um sistema de acasalamento misto, com alta taxa de 

alogamia e sua propagação é dada por sementes (SCARIOT et al., 1991; NUCCI, 

2007), ocasionando uma heterogeneidade nos plantios. Com isso, existe a 

necessidade de obtenção de plantios uniformes sendo a embriogênese somática uma 

alternativa promissora (MOURA et al., 2009).  

Assim, são necessárias pesquisas visando desenvolver protocolos para a 

embriogênese somática a partir de acessos adultos, e com características 

agronomicamente superiores. Meira (2015), trabalhando com o palmito de plantas 

adultas de macaúba, conseguiu induzir embriões, mas não reportaram sucesso com a 

formação de plântulas.  Sendo assim, é necessário estudar todos os fatores que 

influenciam na indução da embriogênese somática, pois as células necessitam mudar 

sua rota de desenvolvimento para a formação de um embrião somático iniciando com 

a formação de calos (FEHÉR, 2015). 

Os calos são formados pela desdiferenciação celular. Esta é uma das etapas 

mais críticas da embriogênese somática, pois as células tem que adquirir uma 

competência celular para formar os embriões, através de estímulos ambientais e 

genéticos (FEHÉR, 2015; SHERIF et al., 2018). 

Diversos fatores atuam no processo de formação de calos (calogênese). Na 

macaúba, o genótipo e a idade fisiológica do explante são fatores que exercem 

grande influência na formação de calos competentes (ANDRADE, 2014). Além 

disso, o meio de cultura tem de fornecer as condições essenciais para a formação 

destes, sendo necessárias concentrações balanceadas de macronutrientes e 

micronutrientes, de reguladores de crescimento e fontes de carbono (BHOJWANI et 

al., 2013). 

Neste sentido, existe a necessidade do desenvolvimento de um meio de 

cultura específico para a indução da embriogênese somática na macaúba, visando à 
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propagação clonal de acessos superiores e adultos. Para isto, são necessários estudos 

que contemplem todos os fatores atuantes na micropropagação desta espécie. 

2. OBJETIVO 

Desenvolver um protocolo para a indução in vitro da calogênese a partir de 

folíolos imaturos oriundos de plantas adultas de macaúba (Acrocomia aculeata). 

2.1. Objetivos específicos 

- Estabelecer a melhor concentração de nitrogênio no meio de indução para 

calogênese. 

- Verificar os efeitos de diferentes auxinas, assim como selecionar a mais 

eficiente para a indução de calos. 

- Estabelecer as vitaminas que são fundamentais para a indução da 

calogênese, e estabelecer a melhor concentração de sacarose para a indução da 

calogênese in vitro. 

-Avaliar a resposta de diferentes acessos de A. aculeata ao meio de cultura 

de indução da calogênese. 

- Definir um meio de cultura para a multiplicação dos calos pré-induzidos. 

- Identificar anatomicamente a origem dos calos nos folíolos imaturos. 

3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. A espécie Acrocomia aculeata  

A espécie Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart., conhecida 

popularmente com macaúba, pertence à família Arecaceae e, recentemente, estudos 

filogenéticos a incluíram na mesma tribo que o gênero Elaeis:  a tribo Cocoseae (DE 

SANTANA LOPES et al., 2018). Oriunda da América Latina, o Brasil é o país com 

maior área potencial para a produção desta palmeira (PLATH et al., 2016). Dentro do 

território nacional, a macaúba é também conhecida como macaíba, coco catarro e 

mocajuba (HIANE et al., 2006) e pode ser encontrada, principalmente, nos estados 

de Minas Gerais, Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e São Paulo (AMARAL, 

2007). 
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A A. aculeata é uma palmeira que pode atingir alturas entre 10 e 15 metros. 

Apresenta caule do tipo estipe ereto com diâmetro de 20 a 30 centímetros coberto por 

bainhas foliares remanescentes que possuem espinhos escuros e afiados em sua 

superfície (LORENZI, 2004; LORENZI, 2006).  

3.2. Importância econômica 

Em virtude da grande quantidade de óleo produzida, a macaúba pode ser 

comparada com a principal cultura produtora de óleo, o dendê (Elaeis guineensis 

Jacq.) (MOTOIKE & KUKI, 2009), o que torna o fruto da macaúba promissor para a 

indústria de alimentos e seus derivados. O óleo da polpa da macaúba tem uma 

proporção alta de monoinsaturados, semelhante à oliva (Olea europaea) (FAVARO 

et al., 2018), essencial para a redução do colesterol ruim (LDL). Além disso, os 

frutos da macaúba também são utilizados na fabricação de bolos, sorvetes e outros 

produtos comestíveis (CICONINI et al., 2013). 

Na indústria farmacêutica, a amêndoa pode ser utilizada por ser rica em 

óleos nobres (LESCANO et al., 2015). Nunes et al. (2017), estudando o efeito do 

óleo da amêndoa em ratos diabéticos, concluíram que este pode ser utilizado como 

fonte de energia, substituindo parcialmente carboidratos em dietas para controlar a 

diabete. A macaúba é também rica em carotenoides (SCHEX et al., 2018), que são 

precursores de vitamina A. Dário et al. (2018), estudaram a atividade fotoprotetora 

do óleo da macaúba e concluíram que este pode ser utilizado na fabricação de 

protetores solares.  

O fruto produz mais de 50% de ácido oleico (COIMBRA & JORGE, 2011), 

o que torna o fruto desta espécie promissor para a indústria de biocombustíveis 

(VIEIRA et al., 2012; AGUIEIRAS et al., 2014; CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 

2015). 

O endocarpo da macaúba pode ser utilizado como carvão em caldeiras ou 

até para a produção de carvão ativado (RIOS et al., 2015). Após o processamento, os 

resíduos dos frutos podem ser geradores de calor (DOURADO et al., 2018). Os 

frutos após a extração do óleo da polpa e da amêndoa tem alto teor de proteína, 

permitindo a utilização na alimentação de animais (TRENTINI et al., 2016). 

A macaúba possui alta potencialidade para geração de renda. Por este 

motivo, é uma espécie tradicionalmente submetida ao extrativismo, sendo 
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amplamente utilizada em âmbito doméstico. A comercialização acontece de forma 

tímida nas regiões brasileiras (DE CARVALHO LOPES et al., 2013; SILVA & DE 

ANDRADE, 2014). Com o intuito de facilitar e incentivar o cultivo, a extração, a 

comercialização, o consumo e a transformação da macaúba, o governo de Minas 

Gerais regulamentou a Lei n. 19.485/2011 – Pró-Macaúba. A mesma promove a 

integração das comunidades, incentiva o uso e manejo racional e a transformação da 

atividade em alternativa para a agricultura familiar e o agronegócio (BRASIL, 2011). 

O desenvolvimento de tecnologias para uniformização da cultura no campo 

é de suma importância para a exploração comercial da macaúba. Por esse motivo, 

pesquisas com a macaúba na área de seleção de clones e sua propagação têm sido 

desenvolvidas e descritas. A propagação de genótipos superiores com a mesma 

identidade genética através de técnicas convencionais é laboriosa, devido à ausência 

do meristema axilar (MOURA et al., 2009). Além disso, a germinação da semente 

em condições naturais pode demorar de um a dois anos (LUIS & SCHERWINSKI-

PEREIRA, 2014). Assim, as técnicas de cultivo in vitro apresentam-se como 

ferramenta valiosa para a produção de mudas, além de permitir a obtenção de plantas 

livres de patógenos e acelerar os programas de melhoramento da macaubeira. 

3.3. Programa de melhoramento da macaúba na UFV 

Em 2005, iniciou-se no Departamento de Fitotecnia (DFT) da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV), o projeto intitulado por “Domesticação da palmeira 

Macaúba”, que desenvolve pesquisas para a melhoria no desenvolvimento da 

macaúba como uma cultura. 

Em 2007, estudos sobre propagação permitiram a geração da patente sobre a 

tecnologia da germinação de sementes e produção de mudas da macaúba (PI 

0703180-7 A2- INPI). Neste mesmo ano, Moura (2007) conseguiu induzir a 

embriogênese somática em macaúba através de embriões zigóticos com a formação 

de plântulas.  

Manfio (2010), visando o melhoramento da macaúba, avaliou 

geneticamente 145 matrizes de seis estados brasileiros, o qual deu subsídio para a 

formação do Banco Ativo de Germoplasma da UFV (BAG – UFV (CGEN nº: 

084/2013)) em 2011. O BAG apresenta uma diversidade genética que é alvo de 

diversos estudos fisiológicos (BICALHO, 2011; SANTOS, 2015), moleculares 
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(MENGISTU, 2015) e de genética e melhoramento (MANFIO, 2010; LANES, 2014; 

RUEDA, 2014; GRANJA, 2014). 

3.4. Propagação in vitro ou micropropagação 

Os métodos de propagação das plantas são diversos. Existem plantas que se 

multiplicam sexuadamente, enquanto outras apenas assexuadamente. Na agricultura, 

as formas de propagação são de extrema importância, pois vão nortear a forma de 

cultivo de uma dada espécie. Para o cultivo de escala comercial das plantas, o ideal é 

que estas sejam idênticas geneticamente e que se tenha uniformidade nos plantios, 

otimizando a produção. 

A propagação in vitro surge como importante alternativa para espécies que 

apresentam dificuldades na propagação convencional. Os explantes são as partes das 

plantas utilizadas para o cultivo in vitro, sendo comumente usados como explantes: 

tecidos embrionários, meristemáticos ou maduros, como os embriões zigóticos e 

folíolos imaturos (SHAHZAD et al., 2017). 

A macaúba é propagada por via seminífera, no entanto, existe 

heterogeneidade nos plantios. Com isso, são necessárias técnicas que viabilizem a 

produção de clones em escala comercial (SOARES et al., 2011), tais como a 

micropropagação. 

 Várias são as etapas para estabelecer um protocolo eficiente de propagação 

in vitro de uma dada espécie. Inicialmente, devem-se escolher genótipos elites 

buscando a propagação de plantas superiores, assim como estabelecer todas as 

condições de cultivo, tais como o meio de cultura e todos os seus constituintes 

(BHOJWANI et al., 2013; SHAHZAD et al., 2017). Diversos meios de cultura já 

foram estabelecidos para a propagação de muitas espécies, especialmente os meios 

MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e Y3 (EEUWENS, 1976), sendo este último 

utilizado para palmeiras. 

3.5. Reguladores de crescimento  

Os reguladores de crescimento ou fitorreguladores são substâncias 

sintetizadas em laboratórios com efeitos semelhantes aos dos fitormônios. 

Naturalmente, os fitormônios são sintetizados em pequenas concentrações e em 

determinadas regiões das plantas, sendo distribuídas para diferentes órgãos, nos quais 
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exercem suas funções, inibindo ou estimulando processos fisiológicos e/ou 

bioquímicos vitais (TAIZ & ZEIGER, 2017). 

Com auxílio do cultivo in vitro, é possível induzir a formação de novos 

órgãos e tecidos através da adição de reguladores de crescimento ao meio nutritivo. 

A competência, determinação e diferenciação celular são influenciadas e 

determinadas normalmente pela presença dos reguladores de crescimento no meio de 

cultura (FEHÉR, 2015). 

Os reguladores mais utilizados na cultura de tecidos são as auxinas e 

citocininas, cujo balanço nas concentrações controla eficientemente o crescimento e 

a diferenciação das culturas in vitro (SKOOG & MILLER, 1957). 

As auxinas promovem divisão, alongamento e diferenciação celular, além 

de serem responsáveis pela dominância apical (TAIZ & ZEIGER, 2017). Quando em 

excesso no meio de cultura, a auxina apresenta tanto efeito inibitório quanto favorece 

a formação de calos. De modo contrário, baixas concentrações favorecem o 

crescimento normal de embriões (RAGHAVAN & SRIVASTAVA, 1982; PILET & 

SAUGY, 1987). Já as citocininas além de serem atuantes na divisão celular, também 

promovem a proliferação celular (GUTIÉRREZ-MORA et al., 2012). 

Para obtenção de embriões somáticos, as auxinas são de importância 

fundamental. O regulador ácido 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos mais 

utilizados para indução do processo da embriogênese somática (PINTO et al., 

2010; PINTO et al., 2011), assim como a auxina Picloram (ácido 4-amino-3,5,6-

tricloropiridina-2-carboxílico), que promove alta indução de calos (PACHECO et al., 

2012) e de embriões somáticos (CORREDOIRA et al., 2015). 

3.6. Embriogênese somática 

A regeneração de plantas por meio de calos embriogênicos pode ser de 

grande utilidade, especialmente nas espécies de importância econômica ou 

variedades com características agronômicas desejáveis (PINTO et al., 2011; ROCHA 

et al., 2015; ALVES DE FIGUEIREDO CARVALHO et al., 2015; SHAHZAD et 

al., 2017).  

O processo para a embriogênese indireta consiste basicamente de dois ciclos 

repetitivos característicos: produção de calos e suspensões celulares. Após o explante 

ser submetido aos tratamentos que induzem competência embriogênica, é necessário 
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que ocorra a desdiferenciação e posterior rediferenciação celular, através de uma 

reprogramação genética (WERNER et al., 2012). Os calos formados, quando 

cultivados em meios de regeneração adequados, podem originar embriões em 

grandes quantidades. Em muitos casos, os reguladores de crescimento adicionados ao 

meio de cultura são essenciais no processo de calogênese (ROSA & DORNELAS, 

2012).  

Além do balanço hormonal, diversos fatores atuam diretamente na indução 

de calos in vitro. Dentre os principais fatores envolvidos neste processo, para a 

macaúba, o genótipo e a idade fisiológica do material vegetal são os mais 

importantes (ANDRADE, 2014). Estes fatores estão diretamente associados às 

respostas fisiológicas geradas a partir do contato com o meio de indução.  

Para que os processos de indução e regeneração sejam eficientes é 

primordial que o meio de cultivo tenha um balanço correto, tanto de reguladores 

quanto de nutrientes, para que seja capaz de suprir todas as necessidades fisiológicas 

do explante ao longo do seu crescimento e desenvolvimento (BHOJWANI et al., 

2013). 

O nitrogênio, podendo ser encontrado nas formas de nitrato, amônio ou 

aminoácidos, é um dos macronutrientes essenciais no meio de cultura, devido a sua 

importante função na formação de aminoácidos e proteínas (CAPALDI, 2002).  

A fonte de carbono, necessária para as atividades metabólicas das células 

vegetais, é um fator atuante na micropropagação. A sacarose é a mais utilizada, em 

concentrações de 2 a 5%, servindo de fonte de energia, além de ser o maior 

componente osmótico do meio (BHOJWANI et al., 2013).  

Devido à produção meristemática da A. aculeata ser restrita as regiões 

apicais, a embriogênese somática é a mais utilizada dentre as técnicas de 

micropropagação (MOURA et al., 2009; LUIS & SCHERWINSKI-PEREIRA, 2014; 

GRANJA, 2014; PADILHA et al., 2015). No entanto, os protocolos estabelecidos 

foram oriundos de embriões zigóticos (MOURA et al., 2009; LUIS & 

SCHERWINSKI-PEREIRA, 2014; GRANJA, 2014) ou a partir de plantas jovens 

(MEIRA, 2015). 

Todavia, o uso de plantas adultas é mais interessante, pois é possível 

identificar os melhores acessos em relação à produção de óleo. Dessa forma, depois 

de estabelecido um protocolo eficiente para a produção de embriões somáticos destes 



 

8 

 

 

acessos, provavelmente a produção de clones será maximizada e certamente 

contribuirá para o aumento significativo na produção de óleo devido à uniformização 

dos plantios no campo. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Local do experimento e apoio financeiro 

O experimento foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos e Células 

Vegetais (LCTCV) do setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV) em Viçosa, Minas Gerais (MG), Brasil, com 

o auxílio de funcionários cedidos pela ACROTECH. A ACROTECH é a empresa 

responsável por distribuição de mudas de macaúba no Brasil. 

4.2. Material vegetal 

Foram utilizados explantes obtidos das ráquis e dos folíolos imaturos de 

acessos adultos de macaúba do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da 

Universidade Federal de Viçosa. O BAG – UFV localiza-se no município de 

Araponga/MG (20°40'01" S e 42°31'15" W) – Minas Gerais.  

Os folíolos foram extraídos sem a destruição dos acessos adultos. Para isto, 

retirou-se a maioria das folhas abertas com o auxílio de uma foice. Deixou-se quatro 

folhas na região basal para permitir o crescimento dos acessos mediante a retirada do 

palmito. Após isto, foram realizados cortes sucessivos com 10 cm aproximadamente, 

até a região dos folíolos imaturos (palmito). Posteriormente, cortou-se 35 cm do 

palmito (mantendo o meristema no acesso) e o embalou em sacos plásticos, sendo 

transportado ao Laboratório de Cultura de Tecidos e Células Vegetais no setor de 

Fruticultura da UFV. 

 Foram selecionados quatro acessos superiores (A01, A02, A06 e A07) 

baseado no seu potencial produtivo anual, em média (52000 Kg/ha de frutos) (Dado 

cedido pelo curador do BAG - UFV) (Figura 1).   



 

9 

 

 

 

Figura 1: Material vegetal de Acrocomia aculeata utilizado para a indução de calos. A – 

Planta adulta de A. aculeata BAG-UFV. B – Palmito onde foram retirados os folíolos 

imaturos para a inoculação. C – Folíolos separados para a inoculação. D – Explantes foliares 

em meio de indução de calos. 

4.3. Desinfestação dos explantes 

O palmito foi levado ao LCTCV – UFV, e em câmara de fluxo laminar, os 

explantes foram imersos em solução de cloro ativo a 0,5% (v/v) acrescida de Tween 

20 a 0,01% (v/v) por dez minutos, posteriormente enxaguados oito vezes em água 

ultrapura. 

4.4. Experimento I 

4.4.1. Meio de cultura 

Foram utilizados dois meios de indução. O primeiro (MI1) foi baseado nos 

teores nutricionais (macronutrientes e micronutrientes) encontrados no palmito da 

macaúba (SANTOS, 2015), tendo como referência a concentração basal do 

nitrogênio inorgânico (17,34 mM). Já o segundo meio (MI2) foi o Y3 (EEUWENS, 

1976) com modificações conforme os macronutrientes do palmito da macaúba 

(SANTOS, 2015), distribuindo a concentração de 72,92 mM de nitrogênio em 

inorgânico (NO3: NH4) e orgânico (aminoácidos), conforme Tabela 1. 

Tabela 1: Distribuição dos nutrientes utilizados nos meios de cultura. 

Composição do meio de Meio de Indução 1 Meio de Indução 2 
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cultura (17,34 mM de N) (72,92 mM de N) 

mM.L-1 mM.L-1 

M
a

cr
o

n
u

tr
ie

n
te

s 
NH

4
NO

3
 400,29 1380,59 

KNO
3
 303,47 1212,33 

MgSO
4
.7H

2
O 155,33 463,52 

MgCl
2
.6H

2
O 111,79 335,38 

NaH
2
PO

4
.2H

2
O 195,03 583,52 

Ca(NO
3
)
2
.2H

2
O 354,27 1056,07 

FeSO
4
.7H

2
O 0,93 

Y3 (EEUWENS, 1976)* 
Na

2
EDTA 1,37 

M
ic

ro
n

u
tr

ie
n

te
s 

ZnSO
4
.4H

2
O 0,96 

Y3 (EEUWENS, 1976)* 

NiCl
2.
6H

2
O 0,024 

NaMoO
4
.4H

2
O 0,24 

MnSO
4
.4H

2
O 0,67 

KI  8,3 
CoCl

2
.6H

2
O 0,24 

H
3
BO

3
 3,1 

CuSO
4
.7H

2
O 0,46 

A
m

in
o

ác
id

o
s L-Arginina 34,35 217,82 

L-Glutamina 20,47 365,41 

L-Metionina 31,06 186,50 

L-Prolina 47,99 287,80 

L-Asparagina 70,12 247,82 

Inositol 200 200 

Vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968)* 
(2x)  

(STABA, 1969)* 
(2x)  

*Elementos presentes nos meios de cultura propostos por Eeuwens (1976), Gamborg et al. (1968) e Staba (1969), 
respectivamente. 

4.4.2. Inoculação dos explantes e indução da calogênese 

Explantes foliares (1x1 cm) desinfestados dos acessos A06 e A07 foram 

inoculados em dois meios: meio de indução um (MI1) e no meio de indução dois 

(MI2), distribuído em suas respectivas fontes (Tabela 1), ambos suplementados com 

30 g.L-1 de sacarose, 2,5 g.L-1 de carvão ativado e solidificado com 2,5 g.L-1 de 

Phytagel. Foram utilizadas duas auxinas em cada meio: O ácido diclorofenóxiacético 

(2,4-D) na concentração de 800 μM, e o Picloram na concentração de 135 μM. Além 

deles, foi utilizado o tratamento controle, onde não se utilizou nenhuma auxina no 

meio (Tabela 2).  

O pH dos meios foi ajustado para 5,7 ± 0,01, antes da inclusão do agente 

gelificante e da autoclavagem. Foram vertidos 30 mL do meio de cultura em placas 



 

11 

 

 

de Petri (90x15 mm) após a autoclavagem (120°C e 1,5 atm por 15 minutos). Foram 

inoculados cinco explantes por placa, e posteriormente as placas foram seladas com 

filme PVC (Rolopac®) e mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 1 

°C na ausência de luz. Semanalmente, foi analisado o aparecimento de 

contaminações. 

Tabela 2: Tratamentos utilizados para a inoculação de folíolos imaturos de 
Acrocomia aculeata.  

Experimento I – E1 

 Acessos Meio Auxinas 

 A06 A07 MI1 MI2 
Sem 

auxina 

135 μM de 
PICLORAM 

800 μM de 
2,4-D 

T1 x  x  x   

T2 x  x   x  

T3 x  x    x 

T4 x   x x   

T5 x   x  x  

T6 x   x   x 

T7  x x  x   

T8  x x   x  

T9  x x    x 

T10  x  x x   

T11  x  x  x  

T12  x  x   x 

 

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em fatorial 

2x2x3, totalizando 12 tratamentos (dois acessos, dois meios, auxinas: ausência de 

auxina, 2,4 D ou Picloram) e 10 repetições para cada um. Foi realizada a análise de 

variância e a comparação das médias feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. Para as interações foi realizado o desdobramento de médias. Para a 

análise destes dados foi utilizado o software R.  

A análise de variância foi realizada conforme o modelo a seguir: Y୧,୨,୩,m = μ + A୧ +M୨ + X୩ + A୧M୨ + A୧X୩ +M୨X୩ + A୧M୨X୩ + ε୧,୨,୩,m 

Em que: 
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Y୧,୨,୩,m: valor observado no fator resposta correspondendo ao acesso i, meio 

j, auxina k e repetição m; μ: média geral; A୧, M୨ e X୩: efeitos dos fatores acesso, meio e auxina, respectivamente; A୧M୨ + A୧X୩ +M୨X୩: efeitos das interações de primeira ordem entre acesso 

e meio, acesso e auxina, e meio e auxina; A୧M୨X୩: efeito da interação tripla entre acesso, meio e auxina; ε୧,୨,୩,m: erro aleatório. 

Os dados foram representados em gráficos, gerados a partir do 

procedimento “Boxplot”, obtendo a média e o erro padrão para cada tratamento 

utilizando-se o programa computacional GENES (Cruz, 2013). 

4.4.3 Multiplicação dos calos embriogênicos 

Os calos formados foram inoculados em meio com formulação contendo 

17,34 mM de Nitrogênio acrescido de 18 μM de Picloram, 1000 μM da poliamina 

putrescina, contendo ou não a citocinina dimetil-alil-amino-purina (2-iP). Os meios 

foram suplementados com vitaminas B5 modificado (GAMBORG et al., 1968), 30 

g.L-1 de sacarose, 2,5 g.L-1 de carvão ativado e solidificado com 2,5 g.L-1 de 

Phytagel. 

Foram vertidos 30 mL do meio de cultura em placas de Petri (90x15 mm) 

após a autoclavagem (120°C e 1,5 atm por 15 minutos). Posteriormente, as placas 

foram seladas com filme PVC (Rolopac®) e mantidas em sala de crescimento, à 

temperatura de 27 ± 1 °C na ausência de luz. 

Este experimento foi realizado em DIC, contendo dois tratamentos (0 ou 10 

μM de 2-iP), com cinco repetições, sendo cada repetição composta por uma placa de 

Petri com cinco explantes cada uma. Nesta fase foram realizadas apenas avaliações 

descritivas quanto a proliferação ou oxidados dos calos. 

4.5. Experimento II 

Conforme resultado do primeiro experimento, explantes foliares e das ráquis 

(0,5 x 0,5 cm) de dois acessos foram desinfestados e inoculados no meio MI1, 

variando as vitaminas utilizadas e as concentrações de sacarose. Os meios foram 



 

13 

 

 

acrescidos de 135 μM de Picloram e 2,5 g.L-1 de carvão ativado. O tratamento 

controle foi composto por sais e vitaminas do meio Y3 (EEUWENS, 1976), sem a 

adição de carvão ativado, e acrescido com 18 μM de Picloram (ANDRADE, 2014) 

(Tabela 3). Ambos os meios foram solidificados com 2,5 g.L-1 de Phytagel. 
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Tabela 3: Tratamentos utilizados para a inoculação de folíolos imaturos de 
Acrocomia aculeata. C1 – Controle um; C2 – Controle dois. 

  
Experimento II – E2 

 
 Acessos Vitaminas Sacarose 

  A01 A02 
Sem 

vitaminas 

B5 
(GAMBORG 
et al., 1968)  

B5 
(GAMBORG 
et al., 1968) - 

(2x)  

Staba 
(1969) 20 g.L-1 30 g.L-1 

T1 x  x    x  

T2 x  x     x 

T3 x   x   x  

T4 x   x    x 

T5 x    x  x  

T6 x    x   x 

T7 x     x x  

T8 x     x  x 

T9  x x    x  

T10  x x     x 

T11  x  x   x  

T12  x  x    x 

T13  x   x  x  

T14  x   x   x 

T15  x    x x  

T16  x    x  x 

C1 x    x   x 

C2  x   x   x 

 

O pH dos meios foi ajustado para 5,7 ± 0,01, antes da inclusão do agente 

gelificante e da autoclavagem. Foram vertidos 30 mL do meio de cultura em placas 

de Petri (90x15 mm) após a autoclavagem (120°C e 1,5 atm por 15 minutos). Foram 

inoculados cinco explantes por placa, e posteriormente as placas foram seladas com 

filme PVC (Rolopac®) e mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 1 
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°C na ausência de luz. Semanalmente, foi analisado o aparecimento de 

contaminações. 

O delineamento utilizado foi o DIC em fatorial, com 18 tratamentos (dois 

acessos, quatro tipos de vitaminas, duas concentrações de sacarose, além de mais 

dois tratamentos controle), tendo 10 repetições cada um. Foi realizada a análise de 

variância e a comparação das médias feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. Para as interações foi realizado o desdobramento de médias. Para a 

análise destes dados foi utilizado o software R.  

A análise de variância foi realizada conforme o modelo a seguir: Y୧,୨,୩,m = μ + A୧ + V୨ + S୩ + A୧V୨ + A୧S୩ + V୨S୩ + A୧V୨S୩ + ε୧,୨,୩,m 

Em que: Y୧,୨,୩,m: valor observado no fator resposta correspondendo ao acesso i, 

vitamina j, nível de sacarose k e repetição m; μ: média geral; A୧, V e S: efeitos dos fatores acesso, meio e auxina, respectivamente; A୧V୨ + A୧S୩ + V୨S୩: efeitos das interações de primeira ordem entre acesso e 

vitamina, vitamina e nível de sacarose, e vitamina e nível de sacarose; A୧V୨S୩: efeito da interação tripla entre acesso, vitamina e nível de sacarose; ε୧,୨,୩,m: erro aleatório. 

Os dados foram representados em gráficos, gerados a partir do 

procedimento “Boxplot”, obtendo a média e o erro padrão para cada tratamento. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa 

computacional GENES (Cruz, 2013). 

Em função do período de inoculação, apenas os calos obtidos no primeiro 

experimento foram utilizados na multiplicação. 

4.6. Variáveis analisadas 

Aos 90 dias após a inoculação no primeiro experimento (E1) foi 

contabilizado o número de explantes: com calos (EC), expandidos (EE), clorofilados 

(ECL), oxidados (EO) e não responsivos (ENR). No segundo experimento (E2), após 

75 dias da inoculação foi contabilizado apenas o número de EC, EO e ENR, pois as 

características ECL e EE não apareceram neste experimento. 
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4.7. Anatomia e microscopia de luz  

Amostras de calos nodulares obtidos em cada tratamento da fase de indução 

foram coletadas para estudo anatômico. No Laboratório de Anatomia Vegetal da 

Universidade Federal de Viçosa, o material foi fixado em FAA50 (JOHANSEN, 

1940) durante 24 horas, e estocadas em álcool etílico 70 %. As amostras fixadas 

foram então desidratadas em séries etílicas crescentes e, em seguida, pré-infiltradas 

em etanol 95 % e resina (1:1 v/v) e incluídas em metacrilato (Historesin, Leica) 

durante cinco dias para serem emblocadas em moldes plásticos. Após isto, estes 

foram seccionados em cortes transversais e longitudinais com 5μm de espessura, 

utilizando-se um micrótomo rotativo de avanço automático (modelo RM2265, Leica 

Microsystems Inc., Deerfield, USA). 

Posteriormente, os cortes foram corados com azul de toluidina (O’BRIEN & 

MCCULLY, 1981) para caracterização estrutural. As observações e fotomicrografias 

foram realizadas em fotomicroscópio Olympus Provis AX70, equipado com sistema 

U-photo. 

5. RESULTADOS 

5.1. Experimento I 

Não foi observada contaminação dos folíolos imaturos inoculados com 

0,5% (v/v) de cloro ativo. No entanto, quando se inocularam as ráquis sob as mesmas 

condições de desinfestação, houve total contaminação por bactérias endógenas nos 

primeiros dias da inoculação (Tabela 4). 

Tabela 4: Porcentagem de contaminação de explantes oriundos de folíolos imaturos 
e das ráquis de plantas adultas de macaúba sob desinfestação com 0,5% (v/v) de 
cloro ativo. 

Explantes Contaminação (%) 
Folíolos imaturos 0 

Ráquis 100 
 

Para a variável EC a análise de variância mostrou diferenças significativas 

em todas as fontes de variação, exceto para AC x AU e ME x AU. Para a variável 

EO houve diferenças significativas em todas as fontes de variação (Apêndice I). 
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Aos 30 dias de cultivo evidenciou-se o surgimento de calos nas nervuras dos 

explantes foliares, enquanto aos 90 dias todos os tratamentos induziram calos (Figura 

2), exceto os tratamentos T4, T7 e T10 (Figura 3A). Assim, o meio MI1 foi o melhor 

para a indução de calos na presença das duas auxinas, e ao contrário, no meio MI2, a 

calogênese dos explantes foi maior na presença do Picloram (Apêndice II), e neste 

caso o acesso A06 superior ao A07 (Apêndice III) (Figura 3A). 

 

Figura 2: Explantes inoculados a partir de folíolos imaturos do acesso A06 de macaúba. A, 

B e C – Calos induzidos em meio de indução um (MI1), sem auxina, acrescidos de 135 μM 

de Picloram e de 800 μM de 2,4-D, respectivamente. D – Calos induzidos em meio de 

indução dois (MI2), acrescido de 135 μM de Picloram. Barras: A-D correspondem a 4 mm. 

Notavelmente, no tratamento na ausência de auxinas, houve uma expansão 

total dos folíolos nos meios MI2 e MI1, para os acessos A06 e A07, respectivamente, 

apresentando comportamento similar e inverso para os meios MI1 e MI2 para os 

acessos A06 e A07, respectivamente (Figura 3B). 

Explantes clorofilados foram observados em cinco tratamentos, sendo que 

no tratamento na ausência de auxinas (T1) foi mais evidente a mudança de coloração 

(Figura 2A, 3C).  
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Figura 3: Médias e erro padrão para as variáveis analisadas na inoculação de 

explantes foliares de A. aculeata. Gráficos correspondem a tratamentos utilizando diferentes 

B

C D

A

E



 

19 

 

 

acessos, meios e auxinas. A – Número de explantes com calos. B – Número de explantes 

expandidos. C – Número de explantes clorofilados. D – Número de explantes não 

responsivos. E – Número de explantes oxidados. Acessos: A06 – T1 à T6; A07 – T7 à T12. 

Meios: MI1 – T1 ao T3 e T7 ao T9; MI2 – T4 ao T6 e T10 ao T12. Ausência de auxinas: T1, 

T4, T7 e T10. Auxinas: 135µM de Picloram – T2, T5, T8 e T11; 800 µM de 2,4-D – T3, T6, 

T9 e T12. 

Nos tratamentos T2, T3, T8 e T12, observou-se a presença de explantes que 

não apresentaram uma responsividade in vitro (Figura 3D). 

Como se pode observar na Figura 3E, houve maior oxidação nos explantes 

oriundos do A07, sendo os tratamentos T9, T10, T11 e T12, os que mais provocaram 

a oxidação. 

5.2. Experimento II  

Para a variável EC a análise de variância mostrou diferenças significativas 

em todas as fontes de variação, exceto para AC e AC x SA. Para a variável EO houve 

diferenças significativas em todas as fontes de variação. Na variável ENR houve 

diferenças significativas em todas as fontes de variação, exceto para SA (Apêndice 

IV). 

Aos 15 dias após a inoculação, iniciou-se a proliferação de calos na maioria 

dos explantes, sendo que aos 75 dias foi observada a formação de calos em todos os 

tratamentos, exceto nos tratamentos T11, T12 e T16 (Figura 4A). Os melhores 

tratamentos para a indução de calos foram semelhantes em ambos os acessos (T5, 

T6, T13 e T14) (Apêndice V). O surgimento de calos foi maior no meio com a 

vitamina B5 (GAMBORG et al., 1968) modificada, em ambas as concentrações de 

sacarose (Apêndices VI e VII). 
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Figura 4: Médias e erro padrão para as variáveis analisadas na inoculação de explantes 

foliares de A. aculeata sob diferentes concentrações de vitaminas e sacarose, sendo avaliado: 

(A) o número de explantes com calos, (B) o número de explantes não responsivos e (C) o 

número de explantes oxidados. Acessos: A01 – T1 ao T8 e C1; A02 – T9 ao T16 e C2. 

Ausência de vitaminas: T1, T2, T9 e T10. Vitaminas: B5 – T3, T4, T11 e T12; B5 (2x) – T5, 

T6, T13 e T14; Staba – T7,  T8, T15 e T16. Sacarose: 20g.l-1 – T1, T3, T5, T7, T9, T11, 

13 e T15; 30g.l-1 – T2, T4, T6, T8, T10, T12, T14 e T16. 

Em alguns tratamentos (T12, T15 e T16), observou-se explantes que não 

apresentaram responsividade in vitro (Apêndice 5) (Figura 4B). As vitaminas B5 

(GAMBORG et al., 1968) e Staba (1969), na concentração original, não induziram 

resposta in vitro nos explantes. 

Resultados similares ao primeiro experimento, quanto aos acessos, foram 

encontrados no segundo experimento, pois as maiores médias de oxidação foram 

B

C

A
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para o acesso A01, sendo observado nos tratamentos T4 e T8, ambos com 30 g.L-1 de 

sacarose (Figura 4C). 

5.3. Multiplicação dos calos 

Observou-se aumento no número de calos com a adição de 2-iP ao meio de 

cultura. Em contrapartida, no meio sem adição de citocinina não houve multiplicação 

das massas calogênicas, mas apenas oxidação destas (Figura 5). 

 

Figura 5: Multiplicação de calos a partir de explantes foliares de macaúba. A– Calos em 

meio de indução aos 90 dias após a inoculação; B e C– Calos em meio de multiplicação 

acrescidos ou não de 2-iP, respectivamente, após 30 dias de proliferação. Barras: A-D 

correspondem a 3 mm. 

5.4. Estudo anatômico dos calos 

Observou-se que as células calogênicas são bem vacuoladas, oriundas da 

epiderme e dos feixes vasculares (Figura 6B - E). Observou-se também o 

rompimento da epiderme em vários locais dos explantes onde os calos surgiram 

(Figura 6D), além de observou-se uma área de intensa divisão celular (Figura 6C).  
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Figura 6: Indução de calos a partir de folíolos imaturos de plantas adultas de A. aculeata. A 

– Explante sem formação calogênica (tratamento sem auxina). B – Formação de calos a 

partir dos feixes vasculares (seta indica células do feixe). C – Células calogênicas bem 

vacuoladas originadas a partir da epiderme foliar (seta indica células com vacúolo grande e 

denso). D – Calos contendo compostos fenólicos e colapsados (seta indica células com 

compostos fenólicos). E – Calos originando-se a partir da epiderme foliar (seta indica células 

da epiderme). F – Células do explante em expansão (indicado pela seta). Barras: A-D 

equivalentes a 120 μm; E e F equivalentes a 60 μm. 



 

23 

 

 

Vale ressaltar que as células calogênicas se dividem várias vezes, no 

entanto, oxidam pela presença de compostos fenólicos e em seguida, se rompem 

(Figura 6D). Desta forma, verificou-se que o processo de divisão ocorre, mas não o 

processo de diferenciação, descaracterizando estruturas embriogênicas. 

Foi possível observar também que existem células com estruturas 

fenolizadas e que não estão em divisão (Figura 6D), além de outras células do 

explante estarem em expansão (Figura 6F). 

6. DISCUSSÃO 

Este trabalho é pioneiro no desenvolvimento de um meio específico para a 

calogênese em macaúba, e esta é uma das etapas mais importantes na indução da 

embriogênese somática indireta. Isto porque é depois da proliferação e 

desdiferenciação celular que se consegue a competência embriogênica, com a 

posterior formação de embriões e regeneração de plantas (FEHÉR, 2015; SHERIF et 

al., 2018). 

O processo de calogênese depende de muitos fatores como a desinfestação, 

o genótipo da planta, a idade do explante e as condições de cultivo. A 

micropropagação de plantas adultas de A. aculeata exige processos de desinfestação 

que não danifiquem os folíolos imaturos, e os permita responder às condições de 

cultivo utilizadas. Metodologias de desinfestação descritas na literatura (CORRÊA et 

al., 2016; ZANCA et al., 2016), e inicialmente utilizadas nesse estudo, provocaram 

uma taxa de oxidação elevada, inibindo o processo de calogênese nos explantes. 

Sendo assim, houve a necessidade de utilizar um protocolo específico para estes 

explantes nessas condições de cultivo, o que permitiu a indução de calos nos folíolos, 

utilizando 0,5% (v/v) de cloro ativo. 

O nitrogênio é constituinte de aminoácidos, vitaminas, ácidos nucleicos e 

proteínas, afetando diretamente a proliferação dos calos, sendo que este elemento na 

forma amoniacal (NH4
+) influencia o pH do meio (BHOJWANI et al., 2013). O meio 

de cultura formulado conforme a relação de macronutrientes e micronutrientes do 

palmito da macaúba (SANTOS, 2015) foi o melhor para a proliferação de calos. No 

entanto, observou-se uma maior oxidação dos explantes ao aumentar a concentração 

de nitrogênio no experimento I. Ou seja, para a indução da calogênese em macaúba, 
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a concentração de 17,34 mM de nitrogênio é favorável, porém altas concentrações 

deste elemento é contrário à indução de calos. 

 Embora as vitaminas Staba (1969) tenham mais constituintes que a 

vitamina B5 (GAMBORG et al., 1968), esta última, na sua concentração aumentada 

2x, foi melhor para a indução da calogênese em ambos os experimentos. 

Constituintes das vitaminas B5, como o ácido nicotínico e a tiamina, tem papeis 

importantes na calogênese. Já o ácido nicotínico aumenta o processo embriogênico, 

através da reação de oxirredução (BARWALE et al., 1986), enquanto a tiamina 

participa da biossíntese de aminoácidos, podendo aumentar o peso dos calos (AL-

KHAYRI, 2001). 

Ambas as doses de sacarose utilizadas são boas na responsividade dos 

explantes quanto à formação de calos. Uma concentração menor de sacarose é 

importante do ponto de vista econômico, já que a produção massal de clones é 

interessante para empresas que visem à multiplicação clonal desta espécie. 

Os acessos em estudo apresentaram respostas in vitro diferentes. Andrade 

(2014) reportou o elevado controle genético existente na calogênese, além de fatores 

epigenéticos como a metilação do DNA, desacetilação de histonas e ubiquitinação, 

os quais podem interferir na fase inicial da embriogênese somática (FEHÉR, 2015; 

WINKELMANN, 2016). Sendo assim, a partir do estabelecimento de um protocolo 

abrangendo todos os constituintes do meio de cultura, são necessários estudos 

genéticos que viabilizem a escolha do melhor genótipo associado ao meio de cultura.  

Para o acesso A06, no meio contendo 17,34 mM de nitrogênio e sem 

auxina, foi possível observar a formação de calos nos locais de excisão, o que indica 

que pode existir um fator de transcrição que induz a proliferação celular no local em 

que o tecido é injuriado, assim como acontece com o fator de transcrição AP2 / ERF 

(WIND1) em Arabidopsis (IWASE et al., 2011). 

As auxinas são consideradas um dos elementos mais importantes na 

embriogênese somática, por produzirem polaridade celular e divisão assimétrica 

(GUTIÉRREZ-MORA et al., 2012) com a formação de calos. A concentração da 

auxina Picloram (135 µM) foi mais eficiente na indução de calos do que o 2,4-D 

(800 µM).  

Meira (2015) utilizando, em macaúba, sais e vitaminas do meio Y3 

adicionado de 2,4- D e Picloram na concentração de 450 M, também observou a 
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superioridade do Picloram em relação ao 2,4-D na formação de calos. Em 

contrapartida, Moura et al. (2009), ao testar essas duas auxinas em macaúba, 

reportaram não haver diferenças entre as auxinas na formação de calos, embora o 

Picloram fosse mais efetivo na fase de diferenciação dos embriões somáticos.  

As citocininas são importantes para a divisão celular, e ao reduzir a 

concentração de Picloram a 18 M em combinação com 10 M de 2-iP, houve um 

aumento na massa calogênica, isto porque, a combinação de auxinas com citocininas 

promovem a proliferação celular (GUTIÉRREZ-MORA et al., 2012). 

Ao observar células clorofiladas, expandidas e sem responsividade in vitro, 

percebe-se que tratamentos iguais podem afetar de formas distintas o 

desenvolvimento de células semelhantes, e que necessitam de uma reprogramação 

genética preliminar (FEHÉR, 2015). 

Nos estudos anatômicos observou-se a origem dos calos a partir dos vasos 

condutores, assim como reportado por Moura (2007) e Meira (2015). Semelhante a 

resultados encontrados por Pádua et al. (2018), as células calogênicas apresentaram 

grandes vacúolos e as paredes celulares estavam rompidas, possivelmente devido à 

apoptose celular. 

 Nos explantes observaram-se células contendo compostos fenólicos, e estes 

surgem em resposta ao estresse em que as células são submetidas como forma de 

proteção do tecido (MANQUIÁN-CERDA et al., 2018). 

Diante do exposto, é notável que problemas inerentes à idade fisiológica dos 

explantes (ANDRADE, 2014), genótipos diferentes e vários constituintes do meio 

interferem na elaboração de um protocolo eficiente visando à indução da 

embriogênese somática de macaúba. No entanto, neste trabalho já foram 

estabelecidos constituintes importantes na indução da calogênese, que é a primeira 

fase da embriogênese somática in vitro. 

As pesquisas associadas a esta dissertação ainda está em andamento, a fim 

de obter um protocolo completo e eficiente para a propagação clonal de plantas 

adultas de macaúba, estabelecendo o meio de cultura para a indução, maturação e 

germinação dos embriões somáticos, além da regeneração das plântulas. 
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7. CONCLUSÕES 

Diferentes acessos de A. aculeata respondem de forma distinta às mesmas 

condições de cultivo. 

O meio de indução contendo 17,34 mM de nitrogênio acrescido de 

vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968) modificada 2x (MI) e com 135 µM de 

Picloram, com 20 ou 30 g.L -1 de sacarose, é o melhor para a indução de calos em 

explantes foliares de plantas adultas de A. aculeata. 

O meio MI acrescido com 2-iP e com 18 µM de Picloram favorece a 

proliferação dos calos previamente induzidos. 

Novos investimentos são necessários para o ajuste do meio de cultura com a 

formação de calos embriogênicos viáveis. 
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10.  APÊNDICES 

APÊNDICE I  

Resumo da análise de variância para as três variáveis relacionadas ao cultivo in vitro 
de explantes de Acrocomia aculeata. 

F. V G. L 
QM 

EC EO 
AC 1 162,00**  79,38**  
 ME 1 84,50**  18,00**  

 AU 2 34,64**  8,29**  

 AC x ME 1 7,22* 20,48**  

 AC x AU 2 1,89ns 9,61**  

 ME x AU 2 0,02ns 26,18**  

AC x ME x AU 2 5,86* 24,44**  

Resíduo 188 1,31 1,27 
Total 199   

Médias 
 

1,60 0,69 
C. V (%) 

 
107,07 228,06 

**; * significativo a 1% e 5% pelo teste F, respectivamente. ns - não significativo. AC – Acesso; ME – Meio de cultura; AU – 
Auxina. EC= Explantes com calos, ENR= explantes não responsivos, EO= explantes oxidados. 

 

APÊNDICE II  

 Agrupamento de médias para a interação meio de cultura (ME) x auxina (AU). 

Interação Média da variável 
ME AU EC EO 
MI1 Sem 1,25b 0,00b 
MI1 Picloram 2,88a 0,20b 
MI1 2,4-D 2,13a 0,78b 
MI2 Sem 0,00c 2,50a 
MI2 Picloram 1,55b 0,75b 
MI2 2,4-D 0,83b 0,48b 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical constituem grupo estatisticamente homogêneo pelo teste de Scott e 
Knott a 5% de probabilidade. 

APÊNDICE III 

Agrupamento de médias para a interação acesso (AC) x meio de cultura (ME). 

Interação Média da variável 
AC ME EC EO 
A06 MI1 3,34a 0,08c 
A06 MI2 1,66b 0,04c 
A07 MI1 1,16b 0,70b 
A07 MI2 0,24c 1,94a 
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Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical constituem grupo estatisticamente homogêneo pelo teste de Scott e 
Knott a 5% de probabilidade. 

APÊNDICE IV 

 Resumo da análise de variância fatorial para as três variáveis relacionadas ao cultivo 
in vitro de explantes de Acrocomia aculeata. 

F. V G. L 
QM 

EC EO ENR 
AC 1 0,51ns 67,60**  79,81**  
 VI  3 160,71**  12,01**  86,37**  

 SA 1 33,31**  52,90**  2,26ns 

 AC x VI 3 11,87**  9,32**  38,24**  

 AC x SA 1 1,81ns 65,03**  45,16**  

 VI x SA 3 5,67**  7,75**  5,96**  

AC x VI x SA 3 5,57**  18,01**  5,69**  

Resíduo 144 1,26 0,71 1,27 
Total 159    

Médias 
 

2,31 0,94 1,76 
C. V (%) 

 
95,30 175,29 121,12 

**; * significativo a 1% e 5% pelo teste F, respectivamente. ns - não significativo. AC – Acesso; VI - Vitamina; SA – Sacarose. 
EC= Explantes com calos, ENR= explantes não responsivos, EO= explantes oxidados. 

 

APÊNDICE V 

Agrupamento de médias para a interação acesso (AC) x vitamina (VI) x sacarose 
(SA). 

Interação Média da variável 
AC VI  SA EC EO ENR 
A01 Sem 20 g.L-1 3,40b 0,20d 1,40c 
A01 Sem 30 g.L-1 2,30b 1,50b 1,10c 
A01 B5(2x) 20 g.L-1 4,20a 0,60c 0,20d 
A01 B5(2x) 30 g.L-1 4,40a 0,70c 0,00d 
A01 Staba 20 g.L-1 1,60c 0,30d 3,10b 
A01 Staba 30 g.L-1 0,30d 4,70a 0,00d 
A01 B5 20 g.L-1 2,50b 0,40d 2,10c 
A01 B5 30 g.L-1 0,20d 4,30a 0,50d 
A02 Sem 20 g.L-1 4,90a 0,00d 0,10d 
A02 Sem 30 g.L-1 2,60b 0,90c 1,50c 
A02 B5(2x) 20 g.L-1 5,00a 0,00d 0,00d 
A02 B5(2x) 30 g.L-1 5,00a 0,00d 0,00d 
A02 Staba 20 g.L-1 0,50d 0,00d 4,50a 
A02 Staba 30 g.L-1 0,00d 0,00d 5,00a 
A02 B5 20 g.L-1 0,00d 1,40b 3,60b 
A02 B5 30 g.L-1 0,00d 0,00d 5,00a 
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Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical constituem grupo estatisticamente homogêneo pelo teste de Scott e 
Knott a 5% de probabilidade. 

APÊNDICE VI  

Agrupamento de médias utilizando como fator dependente as diferentes vitaminas 
(VI), avaliando as três variáveis de resposta. 

Médias das Variáveis 
Vitaminas EC EO ENR 

Sem 3,30b 0,65b 1,03b 
B5(2x) 4,65a 0,33b 0,05c 
Staba 0,60c 1,25a 3,15a 
B5 0,68c 1,53a 2,80a 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical constituem grupo estatisticamente homogêneo pelo teste de Scott e 
Knott a 5% de probabilidade. EC= Explantes com calos, ENR= explantes não responsivos, EO= explantes oxidados. 

APÊNDICE VII 

Agrupamento de médias para a interação vitamina (VI) x sacarose (SA). 

Interação Média da variável 
VI  SA EC EO ENR 

Sem 20 g.L-1 4,15a 0,10c 0,75b 
Sem 30 g.L-1 2,45b 1,20b 1,30b 

B5(2x) 20 g.L-1 4,60a 0,30c 0,10c 
B5(2x) 30 g.L-1 4,70a 0,35c 0,00c 
Staba 20 g.L-1 1,05c 0,15c 3,80a 
Staba 30 g.L-1 0,15d 2,35a 2,50a 
B5 20 g.L-1 1,25c 0,90b 2,85a 
B5 30 g.L-1 0,10d 2,15a 2,75a 

Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas na vertical constituem grupo estatisticamente homogêneo pelo teste de Scott e 
Knott a 5% de probabilidade. 

 

 


