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RESUMO 
 

QUEIROZ, Vanessa de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 2017. 
Regeneração, Maturação e Germinação in vitro de embriões somáticos em 
palma de óleo (Elaeis guineenses Jacq). Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. 
Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli e Rachel Soares Ramos. 

 
A palma de óleo (Elaeis guineenses Jacq.) é uma palmeira oleaginosa de importância 

econômica mundial. O desenvolvimento de plantios comerciais desta palmeira a 

partir da propagação in vitro de plantas elites oferece vantagens, como a 

padronização do crescimento das plantas e da produção de frutos, facilitando as 

práticas de manejo.  A embriogênese somática pode contribuir para a propagação da 

palma de óleo, onde as etapas de regeneração e maturação de embriões somáticos e 

sua posterior conversão em plântulas, são essenciais para a obtenção de clones em 

longa escala. Entretanto, fatores intrínsecos e extrínsecos podem interferir no sucesso 

destas etapas. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da combinação dos 

níveis do fitormônio ácido abscísico (ABA), do regulador osmótico polietilenoglicol 

(PEG) e dos aminoácidos (AA) - asparagina, arginina e glutamina, na maturação de 

embriões somáticos em meio de cultura de regeneração/maturação. Adicionalmente, 

analisou-se a formação de plântulas (quantitativa e qualitativamente) em meio de 

germinação. Para tanto, estes componentes foram adicionados ao meio de maturação, 

sendo este composto pelos sais e vitaminas Y3 (Eeuwens, 1978), suplementado com 

60 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de caseína hidrolisada, 100 mg L-1 de mio-inositol, 0,1 

µM de ácido beta-naftoxiacético (BNOA) e 1000µM de putrescina, acrescido de 3 g 

L-1 de carvão ativado. O meio de germinação, também foi composto por sais e 

vitaminas Y3, suplementados com 30 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de caseína 

hidrolisada, 100 mg L-1 de mio-inositol, 330 mg L-1 de arginina, 330 mg L-1 de 

asparagina, 330 mg L-1 de glutamina, 0,54 µM de ANA e 1000 µM de putrescina. 

Foram utilizados calos embriogênicos do genótipo AM 21, preestabelecidos em meio 

de cultura de multiplicação. O experimento foi montado em um Delineamento 

Inteiramente Casualisado (DIC), no esquema fatorial 2x2x5; sendo, dois níveis de 

AA em mg L-1 (AA100 e AA330), dois níveis de PEG em g L-1 (PEG0 e PEG50) e 

cinco níveis de ABA em µM (ABA0, ABA3, ABA6, ABA12 e ABA24) totalizando 

20 tratamentos e 4 repetições por tratamento. Os resultados da ANOVA apontam que 

a utilização do PEG, combinado com as doses 3, 6, 12 e 24 µM de ABA reduziram o 

número de embriões somáticos e posteriormente o número de plântulas em meio de 
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germinação. Porém, a redução do potencial osmótico proporcionada pela adição de 

PEG, associado ao ABA, acelerou a maturação dos embriões somáticos. Os 

resultados histológicos e histoquímicos apontam que os embriões tratados com ABA 

e PEG apresentavam-se mais desenvolvidos e maduros, e tiveram respostas positivas 

para a presença de grãos de proteínas, lipídeos e amidos. Além disso, os embriões 

somáticos, oriundos de meio com menor potencial osmótico (PEG50) formaram 

plântulas em menor período de tempo. 
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ABSTRACT 
 

QUEIROZ, Vanessa de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2017. 
Regeneration, Maturation and Germination in vitro of somatic embryos in oil 
palm (Elaeis guineenses Jacq). Advisor: Sergio Yoshimitsu Motoike. Co-advisors: 
Edgard Augusto de Toledo Picoli and Rachel Soares Ramos. 
 
The oil palm (Elaeis guineenses Jacq.) is an oleaginous palm of global economic 

importance. The development of commercial plantations of this palm from the in 

vitro propagation of elite plants offers advantages such as the standardization of plant 

growth and fruit production, facilitating management practices. Somatic 

embryogenesis may contribute to the propagation of oil palm, where the stages of 

regeneration and maturation of somatic embryos and their subsequent conversion to 

seedlings are essential for obtaining large scale clones. However, intrinsic and 

extrinsic factors may interfere with the success of these steps. The objective of this 

work was to verify the effect of the combination of the levels of the abscisic acid 

phormium (ABA), osmotic regulator polyethylene glycol (PEG) and amino acids 

(asparagine, arginine and glutamine) on the maturation of somatic embryos in culture 

medium Regeneration/maturation. In addition, seedling formation was (quantitatively 

and qualitatively) analyzed in germination medium. In order to achieve this, these 

components were added to the medium, which was composed of the salts and 

vitamins Y3 (Eeuwens, 1978), supplemented with 60 g L-1 sucrose, 1 g L-1 

hydrolyzed casein, 100 mg L-1 of myo-inositol, 0,1 μM of beta-naphthoxyacetic acid 

(BNOA) and 1000 μM putrescine, plus 3 g L-1 of activated carbon. The germination 

medium was also composed of salts and vitamins Y3 supplemented with 30 g L-1 

sucrose, 1 g L-1 hydrolyzed casein, 100 mg L-1 myo-inositol, 330 mg L-1 arginine, 

330 mg L-1 asparagine, 330 mg L-1 glutamine, 0,54 μM ANA and 1000 μM 

putrescine. Embryogenic calluses of the AM 21 genotype were used, pre-established 

in a multiplication culture medium. The experiment was set up in a Completely 

Randomized Design, in the 2x2x5 factorial scheme; two levels of PEG in g L-1 

(PEG0 and PEG50) and five levels of ABA in μM (ABA0, ABA3, ABA6, ABA12 

and ABA24) and two levels of AA in mg L-1 (AA100 and AA330), totaling 20 

treatments, 4 replicates were made per treatment. The results of ANOVA indicate 

that the use of PEG, combined with doses 3, 6, 12 and 24 μM of ABA reduced the 

number of somatic embryos and later the number of seedlings in germination 

medium. However, the reduction of the osmotic potential afforded by the addition of 
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PEG, associated with ABA, accelerated the maturation of somatic embryos. The 

histological and histochemical results indicate that embryos treated with ABA and 

PEG were more developed and mature, and had positive responses to the presence of 

protein, lipid and starch grains. In addition, somatic embryos from medium with 

lower osmotic potential (PEG50) formed seedlings in a shorter period of time. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A palma de óleo, Elaeis guineenses Jacq. (Arecaceae), é uma palmeira 

oleaginosa de origem africana com grande importância econômica, devido aos óleos 

extraídos de seu fruto: o óleo de palma (da polpa) e o de palmiste (da amêndoa) 

(KONAN et al., 2006; BOARI, 2008). No Brasil, o cultivo ocorre principalmente no 

Pará, Amazônia e sul  da Bahia (TEIXEIRA, 2005; VENTURIERI et al., 2009). 

Somente o estado do Pará contabiliza cerca de 164.443 hectares plantados (FAEPA, 

2014), panorama que se encontra em franca expansão. O óleo de palma é empregado 

em diversos setores da indústria alimentícia. Já o óleo de palmiste é valorizado nas 

indústrias farmacêutica, cosmética e de perfumaria (FURLAN et al., 2003; KONAN 

et al., 2006; BOARI, 2008 GAN & LI, 2014).  

Devido à dificuldade de usar a propagação via sementes, fato que contribui, 

em grande parte, para que os plantios comerciais apresentem crescimento e produção 

desuniformes, ainda que sejam originários de sementes hibridas certificadas (JUAN 

et al., 1989). A cultura de tecidos surge como uma excelente alternativa para a 

multiplicação clonal de espécies selecionadas (SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 

2007). A técnica de clonagem in vitro de plantas tornou-se possível, fundamentando-

se na totipotência das células vegetais, por meio da regeneração in vitro, 

(CARVALHO et al., 2006). A embriogênese somática tem sido o principal método 

utilizado (OOI et al., 2013; PALANYANDY et al., 2013; KONAN et al., 2006),  

A embriogênese somática é o processo pelo qual células haplóides ou 

somáticas multiplicam-se e passam por diferentes estádios embriogênicos originando 

uma planta sem ocorrer à fusão de gametas. Existem duas vias para induzir a 

embriogênese somática: a direta e a indireta. A última passa pela fase intermediária 

de calos, que posteriormente originam embriões somáticos (GUERRA et al., 1999). 

O modelo indireto da embriogênese somática tem sido o principal método descrito 

para a propagação clonal da palma de óleo (KONAN et al., 2006; OOI et al., 2013; 

PALANYANDY et al., 2013).  

Um dos principais esforços para a otimização do sistema de embriogênese 

somática em muitas espécies concentra-se principalmente, nas fases de maturação e 

germinação dos embriões somáticos, sendo que os meios de cultura são manipulados 

quanto aos tipos e concentrações de reguladores de crescimento vegetal e agentes 

que possam promover o sucesso da embriogênese somática, como por exemplo, pela 
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adição de nitrogênio com adição de aminoácidos (AA) ao sistema e de agentes de 

maturação, como: ácido abscísico (ABA); agentes osmóticos como polietilenoglicol 

(PEG), (THORPE, 1995; LAKSHMANAN, 2006). 

A maturação é considerada uma etapa fundamental do desenvolvimento do 

embrião, e para a subsequente germinação e desenvolvimento da plântula (PERÁN- 

QUESADA et al., 2004). Na embriogênese somática, a incorporação do ABA ao 

meio de cultura é amplamente utilizada para estimular o processo de maturação, 

provocando mudanças na morfologia, no padrão de expressão gênica e no 

metabolismo de substâncias de reserva (SALAJOVA et al., 1999). O ABA também 

detém um papel fundamental na histodiferenciação dos embriões somáticos durante a 

maturação (GUTMANN et al., 1996). A ação do ABA é reconhecida, favorecendo a 

maturação e inibindo a germinação (FINKELSTEIN et al., 2002; KOORNNEEF et 

al., 2002). 

A presença de AA no meio de cultura (qualitativa e quantitativamente) 

interfere de forma direta na formação de embriões somáticos. Os AA tem se 

mostrado também como reguladores morfogenéticos (TUPY et al., 1983; 

KOBAYASHI et al.,1999). O nitrogênio, constituinte básico dos AA e proteínas, é 

um fator essencial para o desenvolvimento da planta. Em cultura de tecidos, estes 

elementos tem efeitos significativos na divisão, crescimento e morfologia celular 

(BEHREND & MATELES, 1975; KIRBY et al., 1987). Segundo Lea (1993), o 

nitrogênio originado a partir de AA é assimilado mais rapidamente pelos esqueletos 

carbônicos durante o metabolismo e síntese de proteínas, quando comparados a 

outras fontes de N inorgânico. Pesquisadores com frequência têm suplementado os 

meios de cultura com AA ou proteínas hidrolisadas com intuito de favorecer o 

desenvolvimento das culturas in vitro (GAMBORG, 1970). 

Vários estudos têm sido desenvolvidos visando a obtenção de embriões 

somáticos com maior viabilidade, utilizando baixo potencial osmótico no meio que 

induz a maturação (ATTREE & FOWKE, 1993). Esta condição mimetiza o efeito do 

estresse hídrico, que naturalmente ocorre nas sementes, durante os estádios finais da 

maturação, permitindo que os embriões sobrevivam ao processo de desidratação 

(BEWLEY & BLACK, 1994). O PEG é um agente osmótico não plasmolizante, que 

não adentra nas células vegetais, e quando adicionado ao meio de cultura gera 

redução no potencial osmótico intracelular consequentemente conduzindo à 
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dessecação (TAUTORUS et al., 1990; ATTREE & FOWKE, 1993; MISRA et al., 

1993; STASOLLA & YEUNG, 2003; STASOLLA et al., 2003).  

A adição de agentes osmóticos, como o PEG, ao meio de cultura reduz a 

disponibilidade de água, simulando as condições do desenvolvimento do embrião 

zigótico (SILVEIRA, 2004). Embora embriões somáticos não passem por dessecação 

ou tornem-se dormentes, vários genes que são preferencialmente expressos durante a 

dessecação do embrião zigótico, como os genes lea, também são expressos durante a 

embriogênese somática (LINACERO et al., 2001; ZIMMERMAN, 1993). 

O acompanhamento do processo de embriogênese somática por técnicas 

histológicas tem se mostrado essencial para o entendimento da embriogênese 

oferencendo respaldo aos protocolos em várias espécies vegetais. No processo de 

regeneração in vitro pode-se observar a presença ou ausência  de  sincronia  dos  

embriões  somáticos  e  a  identificação  de  falhas  na  formação  do embrião  

somático  a  fim  de  prevenir  a  obtenção  de  plantas  anormais  (FILIPPI  et  al.,  

2001; NOGUEIRA, 2006). Em palma de óleo, o estudo histológico do processo 

embriogênico foi realizado quando folhas imaturas (SCHWENDIMANN et al., 

1988) e também embriões zigóticos (KANCHANAPOOM & DOMYOAS, 1999) 

foram utilizados como fonte de explante. 

Pelo exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da combinação 

dos níveis do fitormônio ácido abscísico (ABA), do regulador osmótico 

polietilenoglicol (PEG) e dos aminoácidos (AA) - asparagina, arginina e glutamina, 

na maturação de embriões somáticos em meio de cultura de regeneração/maturação. 

Adicionalmente, analisou-se a formação de plântulas (quantitativa e 

qualitativamente) em meio de germinação. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material Vegetal 

 

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

Vegetais do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Viçosa. Para a 

execução do experimento, foram utilizados como explantes calos embriogênicos 

mantidos em meio de multiplicação, segundo técnica descrita por Corrêa et al. 

(2015), foi utilizado o genótipo AM 21, híbrido Tenera, do grupo Kigoma. 
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Os calos embriogênicos advém de folhas imaturas de plantas adultas 

selecionadas no plantio comercial da empresa Agropalma S. A., localizada no 

município de Tailândia no estado do Pará/Brasil. O genótipo é considerado “material 

elite” por apresentar alta produtividade e resistência ao amarelecimento fatal. 

 

2.2 Regeneração e Maturação de embriões somáticos  
 

Os calos embriogênicos foram transferidos para o meio de regeneração 

/maturação. O meio básico foi composto por sais e vitaminas Y3 (EEUWENS, 

1978), 60 g L-1 de sacarose, 1 g L-1 de caseína hidrolisada, 100 mg L-1 de mio-

inositol, 0,1µM de ácido beta-naftoxiacético (BNOA), 2,5 g L-1 de carvão ativado 

(Sigma, USA), 1000µM de putrescina e 2,5 g L-1 de Phytagel® (Sigma, USA), pH 

5,7 ± 0,1 e autoclavado por 20 minutos a 121 ºC a 1,5 atm. Foram acrescidos ao meio 

AA  (asparagina, arginina e glutamina), PEG e ABA em diferentes níveis, compondo 

20 tratamentos no total (Tabela 1). Após a inoculação das linhagens embriogênicas 

em placas, as mesmas foram seladas com filme PVC (Rolopac®) e mantidas em sala 

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

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado 

(DIC) em um esquema de fatorial triplo 2x2x5, com 2 níveis de AA em mg L-1 

(AA100 e AA330), 2 níveis de PEG (massa molecular: 3350) em g L-1 (PEG0 e 

PEG50) e 5 níveis de ABA em µM (ABA0, ABA3, ABA6, ABA12 e ABA24), 

constituído de 4 repetições por tratamento, representado por uma placa de Petri de 

poliestireno com 90 x 15 mm de dimensão, contendo em cada placa 30 ml de meio 

básico acrescido dos fatores descritos conforme (Tabela 1), totalizando 80 unidades 

experimentais. Para análise dos dados foi utilizado o software R.  
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Tabela 1: Distribuição dos Tratamentos 
AMINOÁCIDOS Polietilenoglicol   

PEG (50g L-1) 
Concentração 

de Ácido 
Absísico ABA 

(µM) 

TRATAMENTOS Siglas 

 
 

GLUTAMINA 
ASPARAGINA 

ARGININA 
(100mg L-1) 

AA 100 

 
 

AUSÊNCIA 
PEG0 

0 AA 100 XPEG0 XABA 0 T1 
3 AA 100XPEG0XABA 3 T2 
6 AA 100XPEG0XABA 6 T3 
12 AA 100XPEG0XABA 12 T4 
24 AA 100XPEG0XABA 24 T5 

 
 

PRESENÇA 
PEG50 

0 AA 100XPEG50XABA 0 T6 
3 AA 100XPEG50XABA 3 T7 
6 AA 100XPEG50XABA 6 T8 
12 AA 100XPEG50XABA 12 T9 
24 AA 100XPEG50XABA 24 T10 

 
 

GLUTAMINA 
ASPARAGINA 

ARGININA 
(330mg L-1) 

AA 330 

 
 

AUSÊNCIA 
PEG0 

0 AA 330XPEG0XABA 0 T11 
3 AA 330XPEG0XABA 3 T12 
6 AA 330XPEG0XABA 6 T13 
12 AA 330XPEG0XABA 12 T14 
24 AA 330XPEG0XABA 24 T15 

 
 

PRESENÇA 
PEG50 

0 AA 330XPEG50XABA 0 T16 
3 AA 330XPEG50XABA 3 T17 
6 AA 330XPEG50XABA 6 T18 
12 AA 330XPEG50XABA 12 T19 
24 AA 330XPEG50XABA 24 T20 

 

O potencial osmótico (Ψs) do meio foi estimado através da determinação do 

ponto de congelamento (PC) das amostras pelo método crioscópico, utilizando-se o 

crioscópico (ITR modelo MK540). Este aparelho realiza as leituras do PC em graus 

Hortvet (° H), e os cálculos de conversão são realizados com a seguinte fórmula, 

segundo Szijarto & van de VooRT  (1983). 

°C = ((0,1915*(-°H)-(-0,0004785))/0,199) 

Este método permite determinar, com muita precisão, o PC de uma solução. 

O PC de uma solução aquosa contendo solutos não voláteis dissolvidos é menor do 

que 0°C. A magnitude da depressão do PC abaixo de 0°C é diretamente proporcional 

ao número de partículas do soluto dissolvido (Lei de BLADGEN). Uma solução 1,0 

osmolal de um soluto não ionizável congela a - 1,858 °C (Lei da depressão constante 

de RAOULT) relação descrita por RAOULT (KRAMER & BOYER, 1995). Tal 

solução possui um Ψs de -2,27 MPa. Esta relação quantitativa entre o PC de uma 

solução de concentração conhecida e seu Ψs, permite determinar o Ψs de uma 

amostra baseado no seu PC, de acordo com a seguinte fórmula:  
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Sendo, Ψs = 1,22 x ∆f                                           ∆f = ponto de congelamento, em oC 

Baseado no método supracitado foi estimado o potencial osmótico dos tratamentos. 

 

2.3 Germinação dos embriões somáticos e obtenção de plântulas completas  
 

Com o intuito de verificar a eficiência da germinação e o posterior 

desenvolvimento de plântulas, os embriões somáticos obtidos  na etapa anterior 

foram transferidos para  frascos de vidro de 300 ml, contendo 30 ml de meio de 

germinação, composto por sais e vitaminas Y3 (EEUWENS, 1978), 30 g L-1 de 

sacarose, 1 g L-1 de caseína hidrolisada, 100 mg L-1 de mio-inositol, 330 mg L-1 de 

arginina, 330 mg L-1 de asparagina, 330 mg L-1 de glutamina , 0,54µM de ANA e 

1000µM de putrescina, 2,5 g L-1 de Phytagel® (Sigma, USA), pH 5,7 ± 0,1. Os 

meios foram autoclavados por 20 minutos a 121 ºC a 1,5 atm (CARVALHO, 2008). 

Após a inoculação dos embriões os frascos foram mantidos em sala de 

crescimento à 27 ± 2 ºC com fotoperíodo de 16 horas/dia e irradiância de ± 40 µmol 

m-2 s-1 provida por lâmpadas tubulares de LED (18 W, Arapeva Iluminação LED). 

Após 60 dias da inoculação foi realizado a contagem do número de plântulas 

completas obtidas no processo. 

O experimento foi constituído de 4 repetições - por origem do tratamento da 

etapa anterior - representado por um frasco com 15 embriões, em delineamento 

inteiramente casualizado (DIC). 

 

2.4 Microscopia de luz 
 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Anatomia Vegetal do 

Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Viçosa e consistiu do 

estudo anatômico dos embriões obtidos na etapa de maturação desse trabalho.  

Para os estudos histológicos, aos 60 dias após inoculação em meio de 

regeneração/maturação foram coletados dez embriões de cada tratamento. As 

amostras foram fixadas em FAA (formaldeído, ácido acético glacial, etanol 50%, 

1:1:18, volume:volume) por 48 horas e conservadas em etanol 70% (JOHANSEN, 

1940), posteriormente foram desidratadas em série etanólica e incluídas em 2-

hidroxietil-metacrilato (Historesin, Leica, Heidelberg, Alemanha). As secções 

transversais e longitudinais (5μm de espessura) foram obtidas em micrótomo rotativo 
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de avanço automático (RM2155, Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA), coradas 

com azul de toluidina 0,05% pH 4,4 (O’BRIEN et al., 1964) e montadas com resina 

sintética (Permount, Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA). 

Para os estudos histoquímicos foram utilizadas amostras frescas ou fixadas. 

As amostras frescas foram seccionadas em criomicrótomo. As amostras fixadas em 

FAA foram incluídas em 2-hidroxietil-metacrilato. As seções foram submetidas aos 

seguintes reagentes: Sudan Black (PEARSE, 1972) para lipídios; Lugol 

(JOHANSEN, 1940) para amido e Xilidine Ponceau (VIDAL, 1970) para proteínas. 

O controle foi conduzido simultaneamente para cada teste, de acordo com o método 

proposto pelos autores. 

As imagens das análises histológicas e histoquímica foram obtidas em câmera 

fotográfica digital (AxioCam HRc, Zeiss, Göttinger, Alemanha) e microcomputador 

com o programa de captura de imagens Axion Vision acoplados a um microscópio de 

luz (AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japão). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Regeneração e maturação dos embriões somáticos 
 

Após 60 dias em meio de cultura de regeneração os calos embriogênicos 

diferenciaram-se, formando embriões somáticos que, eventualmente, completaram o 

seu desenvolvimento e maturação. Contudo, houve uma redução da quantidade de 

embriões somáticos obtidos e a maturação desses embriões variaram entre os 

tratamentos. Verificou-se pela análise de variância que houve interação dupla entre 

os fatores (Apêndice I). 

 

3.1.1 Efeito da interação entre AA e PEG 
 

Na interação AAxPEG, o aumento na concentração dos aminoácidos 

(AA330) em relação ao PEG não foi significativo para o número de embriões 

(Tabela 2). Por outro lado, em meio contendo AA100 a presença de PEG50 acarretou 

em redução de aproximadamente 52,83% de embriões, em relação a PEG0.  A tabela 

3, mostra essa redução significativa do número de embriões no tratamento 

AA100+PEG50. 
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Tabela 2: Resumo do quadro da ANOVA do desdobramento das interações 
AA*PEG à 5% de probabilidade para o número de embriões. 
FV GL SQ QM F 

PEG/AA100 1 1548.65580 1548.65580 81.5580** 

PEG/AA330 1 13.73584 13.73584 0.7233n.s. 

Resíduo 60 1139.37283 18.98955  

(**)-significativo; 
n.s.-não significativo 
 
 
Tabela 3: Diferença entre as médias do desdobramento de AA100 dentro de PEG0 e 
PEG50. 

AA100/PEG Média de Embriões 

AA100/PEG0 72,00 a 

AA100/PEG50 19,00 b 

As médias seguidas por letras minúsculas diferentes, diferem entre si estatisticamente pelo teste F à 
5% de probabilidade 
 

Essa redução do número de embriões pode estar relacionada a redução do 

potencial osmótico (Tabela 4) proporcionado pela presença do PEG e a menor 

disponibilidade de AA, uma vez que os embriões em desenvolvimento utilizam 

rapidamente o nitrogênio disponibilizados pelos AA (NAYLOR, 1984). O maior 

fornecimento de AA (AA330) no meio de cultura, por sua vez, facilita a maturação 

de embriões somáticos (LAI & MC KERSIE, 1994, MORCILLO et al., 1999). 

 

Tabela 4: Potencial Osmótico (Ψs) do meio básico e dos Tratamentos. 
TRATAMENTOS  Ψs em MPa 

AA100xPEG0 -0,712 

AA100xPEG50 -0,878 

AA330xPEG0 -0,721 

AA330xPEG50 -0,905 

 

Embora tenha ocorrido a redução do número de embriões somáticos com a 

adição do AA330, e este não diferir para o potencial osmótico PEG0 e PEG50 

(Tabela 5).  
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Tabela 5: Diferença entre as médias do desdobramento de AA330 dentro de PEG0 e 
PEG50. 

AA330/PEG Média de Embriões 

AA330/PEG0 19,19 a 

AA330/PEG50 18,02 a 

As médias seguidas por letras minúsculas iguais, não diferem entre si estatisticamente 
pelo teste F à 5% de probabilidade 

 

A adição dos AA exógenos, dentre eles glutamina, asparagina e arginina, 

favorecem um maior número de embriões somáticos, com melhor qualidade 

possivelmente porque durante o desenvolvimento do embrião, os aminoácidos são 

armazenados na forma de proteínas, sendo a sua taxa de síntese controlada, 

principalmente, pela disponibilidade desses aminoácidos: ácido glutâmico, 

glutamina, ácido aspártico, arginina e asparagina, ou pela taxa de conversão destes 

em outros aminoácidos nos tecidos de reserva (RONCHI et al., 1984, BEWLEY & 

BLACK 1994, SILVEIRA et al. 2004, SANTA-CATARINA et al. 2006). 

Situações de estresse hídrico, como o proporcionado pela adição de PEG, 

podem estimular a síntese de diversas proteínas de proteção ao estresse, tais como as 

do grupo LEA (“late embryogenesis abundant”) e as chaperonas, relativas à 

manutenção da estrutura de outras proteínas (BEWLEY & BLACK, 1994; 

BERTOSSI et al., 2001; ZHU, 2001; STASOLLA et al., 2002; STASOLLA & 

YEUNG, 2003). A maior disponibilidade de AA no meio de cultura combinado com 

o agente osmótico PEG pode estar relacionado com a síntese destas proteínas na fase 

de maturação. As proteínas sintetizadas poderiam ser utilizadas pelos embriões como 

fonte de nitrogênio durante a germinação (FAIT et al., 2006). 

A presença de embriões somáticos em formatos globulares com uma 

coloração esbranquiçada e aparência vitrea foi observado no material estudado tanto 

para a ausência de PEG nos tratamentos T1 e T2 (Figura 1 – A e B) quanto para 

presença de PEG (PEG50) com ausência de ABA no tratamento T6 (Figura 1 – F). 

Porém, esses embriões ainda estavam fortemente associados a calos embriogênicos, 

possivelmente nas fases iniciais de desenvolvimento (globular, codiforme) ou ainda 

imaturos e anormais (Figura 1 – A e B). 

 A medida que aumentou a concentração de ABA tanto na ausência quanto na 

presença de PEG, ocorreu uma redução do calejamento e os embriões apresentavam 

um aspecto mais alongado com coloração esbranquiçada e de tonalidade opaca, 
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possivelmente em fase de desenvolvimento codiforme e iniciando a fase torpedo para 

os tratamentos T3, T4 e T5 (Figura 1 – C, D e E) e para T7, T8, T9 e T10 (Figura 1 – 

G, H, I e J) e além disso também foi observado uma redução de tamanho dos 

embriões que foi observado na Figura 1 – I e J. 

 

 

Figura 1: Resposta morfológica de embriões somáticos de palma de óleo, 
submetidos ao tratamento de regeneração e maturação na presença de diferentes 
níveis de ABA e PEG, na presença de AA100. As figuras de A a J mostram a 
formação de embriões a partir de massas pró-embriogênicas, que correspondem aos 
Tratamentos (T1 a T10), respectivamente. 
 

Embora tenha ocorrido um menor número de embriões nos tratamentos com a 

presença de PEG, os embriões apresentavam se mais individualizados onde era 

possível observar maior alongamento do eixo embrionário, iniciando-se a fase de 

torpedo (Figura 1 - H, I e J).  

Nas análises histológicas pode-se observar no tratamento T11 (AA330) 

intensa divisão celular no meristema fundamental (Figura 2 – F), pequena região de 

massa pró-embriogênica (Figura 2 – G), em comparação com o controle T1. A 

protoderme apresentava um espessamento nas paredes periclinais externas e região 

do meristesma fundamental com células diferenciadas (Figura 2 – H).  
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Figura 2: Caracterização anatômica de embriões somáticos de palma de óleo, após 
60 dias em meio de regeneração/maturação. A) Secção longitudinal do embrião 
destacando o cordão de procâmbio diferenciado ao longo do eixo. B) Secção do 
embrião, evidenciando o procâmbio em processo de diferenciação e as células do 
meristema fundamental em divisão. C) Secção do embrião, destacando o 
espessamento da parede, desorganização das células da protoderme e maior presença 
de mucilagem na face externa do embrião mostrado pelo asterisco preto. D) Detalhe 
da região de massa pró-embriogênica. E) Detalhe do embrião, destacando a 
desorganização das células da protoderme, espessamento da parede periclinal interna 
das células da protoderme (seta preta) e maior presença de mucilagem na face 
externa do embrião (asterisco preto). F) Secção longitudinal do embrião destacando 
região do meristema fundamental. G) Secção da região de massa pró-embriogênica. 
H) Secção do embrião, com detalhe da protoderme destacando o espessamento nas 
paredes periclinais externas nas células da protoderme e região do meristesma 
fundamental com células diferenciadas. I) Secção do embrião destacando a grande 
quantidade de células compondo o meristema fundamental. J) Secção do embrião 
mostrando a região do procâmbio com vários elementos de vaso helicoidais e 
escalariformes (seta branca). As imagens A, B e C, são referentes ao T6; D e E, são 
referentes ao T9; F, G e H, são referentes ao T11; I e J são referentes ao T14. 
embrião, em; massa pró-embriogênica, me; meristema fundamental, mf; procâmbio, 
pc; protoderme, pd. 
 
3.1.2 Efeito das interações entre AA x ABA e do PEG x ABA 
 

Na interação AA x ABA, as respostas foram de natureza quadrática, verifica-

se que em todas as duas concentrações de AA, ocorre redução do número de 

embriões, a medida em que aumentou as concentrações de ABA, o que ocorreu de 



 

12 

 

maneira mais acentuada com o aumento de AA (AA330), (Figura 3 - A). Efeito 

semelhante foi observado em relação a presença ou ausência de PEG, que também 

apresentou uma resposta de natureza quadrática, onde, a presença do PEG50, 

acentuou a redução do número de embriões (Figura 3 – B).  

 

 

Figura 3: Os Gráficos (A e B) mostram a estimativa do número de embriões 
somáticos de palma de óleo obtidos após 60 dias em meio de cultura de maturação. 
A) Interação entre os níveis de AA (100 e 330 mg L-1) e os diferentes níveis de 
ABA. B) Interação entre os níveis de PEG (0 e 50 g L-1) e os diferentes níveis de 
ABA. 
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A adição de PEG nos meios de cultura tem como objetivo a redução do 

potencial osmótico, que por conseguinte acarreta menor disponibilidade de água aos 

embriões, ficando estes sujeitos a desidratação (VON ARNOLD et al., 2002). Essa 

redução no conteúdo de água das culturas embriogênicas é uma característica 

desejável para a obtenção de maturação dos embriões somáticos (ATTREE & 

FOWKE, 1993; VON ARNOLD et al., 2002). Essa alteração do potencial osmótico 

leva ao isolamento de grupos de calos embriogênicos, o que acaba favorecendo 

alguns grupos em detrimento de outros, e afeta diretamente a formação de embriões 

somáticos em meio de cultura. Resultados semelhantes foram observados por Luo et 

al. (1996) e Nakagawa et al. (2001).  

Estudos indicam a importância do ABA na maturação de embriões somáticos, 

sendo que a sua adição no meio de maturação promove o desenvolvimento normal 

dos embriões e a sua conversão em plântulas em várias espécies como a palma de 

óleo (BERTOSSI et al., 2001) e coníferas (STASOLLA & YEUNG, 2003). Além 

disso a adição de ABA e agentes osmóticos como o PEG, promovem uma redução do 

potencial osmótico do meio de cultura, resultando na produção de embriões em 

estádios avançados de desenvolvimento, para várias espécies de coníferas (GUPTA 

& PULLMAN, 1991; SHOJI et al., 2006). Durante a etapa de maturação observa-se 

uma redução na atividade de divisão celular, e consequente evolução na 

diferenciação do embrião, onde diferentes tipos de agentes promotores de maturação 

atuam de forma individualizada (ATTREE & FOWKE, 1993).  

Embora não tenha ocorrido diferença significativa no número de embriões 

somáticos de palma de óleo na presença de AA330 foi observado embriões 

somáticos em diferentes estágios de desenvolvimento. Embriões somáticos em 

formatos globulares de coloração esbranquiçada e aparência vitrea foram observados 

no material estudado, porém, esses embriões ainda estavam fortemente associados a 

calos embriogênicos, possivelmente nas fases iniciais de desenvolvimento de 

embriões (globulares, codiformes) ou ainda imaturos e anormais (Figura 4 – A e B). 

Com o aumentou da concentração de ABA na ausência de PEG, ocorreu uma 

redução do calejamento e os embriões apresentavam um aspecto mais alongado com 

coloração esbranquiçada e de tonalidade opaca, possivelmente em fase de 

desenvolvimento codiforme e iniciando a fase torpedo (Figura 4 – C, D e E). Na 

presença do PEG50 e ausência de ABA também foi observado embriões somáticos 

em formatos globulares com uma coloração esbranquiçada e aparência vitrea, 
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fortemente associados aos calos embriogênicos, possivelmente nas fases iniciais de 

desenvolvimento (globular, codiforme) ou ainda imaturos e anormais (Figura 4 – F). 

A adição de ABA e o aumento da sua concentração, reduziu o calejamento de 

maneira mais acentuada em relação a ausência de PEG e o embriões também se 

apresentavam com um aspecto mais alongado, coloração esbranquiçada e de 

tonalidade opaca, iniciando a fase torpedo (Figura 4 – G, H, I e J) e além disso 

também foi observado uma redução de tamanho dos embriões (Figura 4 – I e J). 

 

 

Figura 4: Resposta morfológica dos embriões somáticos de palma de óleo, 
submetidos ao tratamento de regeneração e maturação na presença de diferentes 
níveis de ABA e PEG, na presença de AA330. As imagens de A-J mostram a 
formação de embriões a partir de massas pró-embriogênicas que correspondem aos 
Tratamentos T11 a T20, respectivamente. 
 

No presente trabalho os embriões maturados em meio com PEG (50 g L-1) e 

ABA nas concentrações 6, 12 e 24µM, apresentavam-se mais definidos e 

individualizados. Podendo-se observa um alongamento do eixo embrionário (Figura 

1 - H, I e J) e (Figura 4 - H, I e J). A redução do potencial osmótico, causada pela 

adição de PEG e aumento das concentrações de ABA, foram importantes para 

acelerar o desenvolvimento de embriões somáticos de coníferas (STASOLLA & 

YEUNG, 2003). Neste trabalho os promotores de maturação ABA e PEG também 

contribuíram para acelerar o desenvolvimento de embriões somáticos de palma de 

óleo. 

Na análise histológica dos embriões (Figura 5 - A), foi possível observar que 

na ausência de ABA e PEG, as células dos embriões se diferenciaram e se 

desenvolveram de forma assincrônica e a formação desses embriões ocorreu via 

origem multicelular, já as massas pró-embriogênicas apresentavam células menores, 
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com citoplasma denso (Figura 5 - B). Foi possível observar a protoderme bem 

definida, delimitando a massa homogênea de células correspondentes ao meristema 

fundamental com citoplasma pouco denso, vacuoladas e o núcleo e nucléolos 

aparentes (Figura 5 - C), entremeada pela região de procâmbio com presença de 

elementos de vaso helicoidais (Figura 5 - D). Moura et al. (2009) também 

constataram a presença de elementos traqueais em estágios avançados de 

determinação celular, na fase de maturação de embriões somáticos de macaúba. Com 

a presença do ABA observou-se a formação de primórdios foliares, fase avançada de 

desenvolvimento do embrião (Figura 5 - F), e uma distribuição bem definida do 

procâmbio em feixes formando um círculo (Figura 5 – E e G). Essa região do 

procâmbio posteriorme dará origem ao caule.  

 

 

Figura 5: Caracterização anatômica dos embriões somáticos de palma de óleo. A) 
Secção longitudinal de embriões somáticos. B) Secção da região de massa pró-
embriogênica evidenciando células menores, com citoplasma denso e região do 
embrião apresentando maior volume e vacúolo central. C) Secção do embrião, 
destacando região de protoderme e meristema fundamental. D) Secção do embrião, 
destacando região de procâmbio e presença de elementos de vaso helicoidais, 
indicados pela seta preta. E) Secção transversal de embriões somáticos. F) Secção 
que mostra a presença de primórdios foliares. G) Secção do embrião que evidencia a 
distribuição do procâmbio em feixes formando um círculo (região que dará origem 
ao caule). As imagens (A, B, C e D), são referentes ao T1; (E, F e G) são referentes 
ao T4. embrião, em; massa pró-embriogênica, me; meristema fundamental, mf; 
procâmbio, pc; protoderme, pd. 
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Na presença do PEG, os embriões somáticos mostraram cordões de 

procâmbio diferenciados ao longo do eixo em processo de diferenciação e as células 

do meristema fundamental mais densas (Figura 2 – A e B). Em algumas regiões dos 

embriões, verificou-se a ocorrência da desorganização das células da protoderme 

com o descolamento da mesma, e uma maior presença de mucilagem na face externa 

do embrião (Figura 2 – C). Almeida et al. (2012) e Graner (2013), também 

observaram a presença de mucilagem na superfície das células e nos espaços 

intercelulares, durante o desenvolvimento de embriões de pêssego e ressaltam que o 

isolamento entre as células favorece a reprogramação de funções genômicas e 

celulares, fenômenos fundamentais para a aquisição de competência embriogênica. 

Para Dubois et al. (1990) e Verdeil et al. (2001) o isolamento pode ocorrer 

fisicamente através do espessamento da parede celular, fechamento do plasmodesma, 

mucilagem e por deposição de calose.  

A presença de ABA e PEG, demonstrado no presente trabalho pelo 

tratamento T9, mostra uma pequena região de massa pró-embriogênica (Figura 2 – 

D), em comparação aos tratamentos com a presença de ABA (T4), ou PEG (T6), ou 

ausência dos dois (T1). Também pode ser observado a desorganização e 

descolamento em algumas regiões das células da protoderme, espessamento da 

parede periclinal interna das células da protoderme e maior presença de mucilagem 

na face externa do embrião (Figura 2 – E). Embora tenha ocorrido o descolamento da 

protoderme em algumas regiões, os embriões somáticos mais desenvolvidos na 

presença de ABA e PEG (T9), apresentavam protoderme definida caracterizada por 

uma camada de células justapostas. As células procambiais estavam diferenciando 

em elementos traqueais, certamente a partir de células predeterminadas para a 

formação do xilema. Provavelmente, essas células já se encontravam em um estágio 

mais avançado de determinação celular, e o PEG e o ABA contribuíram para sua 

maturação.  

No tratamento T11, foi observado células mais alongadas diferenciadas e 

parede mais espessa compondo o meristema fundamental (Figura 2 – H), indicando 

maior tamanho do embrião principalmente em comparação ao tratamento controle T1 

(Figura 5 – D). O aumento da concentração de AA (AA330) combinado com ABA 

(T14) mostra a região do procâmbio com vários elementos de vaso helicoidais e 

escalariformes (Figura 2 – J), com um sistema vascular mais diferenciado e 

desenvolvido principalmente em comparação ao tratamento T1 (Figura 5 – D). 
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Para análise histoquímica foi observado reação positiva para a presença de 

grãos de proteínas, lipídeos e amidos de reserva no embrião. Os tratamentos T4, T6, 

T9, T11 e T14 foram comparados ao T1. Os embriões somáticos apresentavam 

corpos proteicos, com formatos arredondados e tamanhos variados, corados em 

vermelho intenso, pelo reagente, Xilidine Ponceau (Figura 6 - A, D, G, J, M e P).  

 

Figura 6: Caracterização histoquímica de embriões somáticos de palma de óleo após 
60 dias em meio de maturação. Todas as figuras evidenciam a região do meristema 
fundamental. As figuras A, B e C (T1); D, E e F (T4); G, H e I (T6); J, K e L (T9); 
M, N e O (T11); P, Q e R (T14) são referentes aos testes para proteína, lipídeo e 
amido, respectivamente. As figuras A, D, G, J, M e P mostram resultado positivo 
para presença de proteína pelo reagente xilidine ponceau, as setas pretas indicam os 
corpos proteicos corados em vermelho intenso. As figuras B, E, H, K, N e Q 
mostram os resultados para verificar presença de lipídeos realizados com o reagente 
sudan black b, resultado positivo gotas lipídicas coradas em preto indicado pelas 
setas brancas, na figura B, resultado negativo. As figuras C, F, I, L, O e R mostram 
os resultados para verificar presença de amido realizado com o reagente lugol, 
resultado positivo grãos de amidos corados de roxo indicado pelas setas pretas, na 
imagem C, resultado negativo.  
 

Os compostos de reserva exercem um importante papel na morfogênese in 

vitro (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2004). A combinação de PEG e ABA 

melhora a tolerância à dessecação, fator comum na fase de maturação de embriões 

somáticos aumentando a biossíntese de proteínas e acúmulo de substâncias de 
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reservas (ATTREE et al.1992; BERTOSSI et al. 2001; STASOLLA et al. 2002). As 

proteínas estão envolvidas na regulação da expansão celular e criação de 

características biofísicas necessárias para a morfogênese (JIMÉNEZ, 2001), e seu 

consumo é comumente registrado durante a indução e o desenvolvimento 

embriogênico, servindo como fonte de energia para a rediferenciação das células 

somáticas (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2009). O acúmulo de proteínas tem 

um efeito positivo na embriogênese somática de palmáceas e outras espécies como o 

arroz (TAKAIWA et al., 1999).  

Para o teste Sudan black B, as gotas lipídicas coradas de preto com formato 

arredondado/ovalado e tamanho variado (Figura 6 - E, H, K, N e Q) foram 

observados na região do meristema fundamental o que não foi observado no T1 

(Figura 6 - B). Nos tratamentos T9 e T14 houve resultado positivo mais intenso 

indicando maior concentração de lipídios de reserva nos embriões somáticos 

submetidos tanto a presença de PEG e ABA, quanto aos tratamentos submetidos aos 

aumentos de AA (AA330) associados ao ABA. Há relatos na literatura que embriões 

somáticos tratados com ABA ou com o PEG, foram a maturados (DODEMAN et al., 

1997; VON ARNOLD et al., 2002; ROSE et al., 2010).  

As análises histológicas de amostras desses tratamentos T9 e T14 mostram 

que grande parte do volume celular é preenchida por corpos lípidicos. Em muitas 

espécies, durante o desenvolvimento do embrião zigótico, também ocorre o acúmulo 

de lipídeos como compostos de reserva nas células embrionárias durante a fase de 

maturação (BEWLEY & BLACK, 1994). Estes lipídeos são posteriormente 

mobilizados durante as fases iniciais da germinação e da conversão dos embriões em 

plântulas. Esta acumulação de lipídeos pode estar relacionada com um controle 

hormonal exercido pelo ABA (THOMAS & JIMÉNEZ, 2005).  

Observou-se resultado positivo para presença de amido de reserva nos 

embriões somáticos, realizados com reagente de Lugol nos tratamentos T4, T6, 

T9,T11 e T14, os grãos de amido aparecem corados de roxo (Figura 6 - F, I, L, O e 

R). Não foi observado a presença do amido para o T1(Figura 6 – C) e pequena 

quantidade foi observada no T4(Figura 6 – F). No presente estudo a maior parte do 

amido acumulado foi observado no setor embriogênico em particular região do 

meristema fundamental. Entretanto, na região de massa pró-embriogênica o amido 

não foi observado.  
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O amido é considerado uma fonte primária de energia para o crescimento e 

proliferação celular, fornecendo energia para o desenvolvimento de embriões 

somáticos (STAMP, 1987; MARTIN et al., 2000). O acúmulo de amido é 

considerado um marcador para capacidade embriogênica em vários sistemas, 

incluindo a palma de óleo (SCHWENDIMAN et al., 1988, VERDEIL et al., 2001). 

Esse acúmlo de amido em células embriogênicas parece estar ligado à aquisição de 

competência embriogênica (MOURA, 2007). Altas quantidades de amido foram 

observados durante o processo de formação de embriões somáticos de espécies como 

castanheiro-da-índia (PROFUMO & GASTALDO, 1995) e nogueira-pecan 

(RODRIGUEZ & WETZSTEIN, 1998). Análises histoquímicas de jabuticaba-branca 

(Myrciaria sp.) comprovou que o material de reserva dos embriões somáticos e 

zigóticos era o amido, todavia, os embriões somáticos apresentavam quantidade 

menor dessa reserva comparado com os embriões zigóticos (MOTOIKE et al., 2007).  

Em várias espécies cultivadas in vitro o processo de maturação, que promove 

o desenvolvimento normal dos embriões e posteriormente a conversão em plântulas, 

está na dependência da presença de ABA e/ou PEG (GAWRONSKA et al., 2000; 

BERTOSSI et al., 2001; STASSOLA & YEUNG, 2003). A maturação é uma etapa 

crítica no desenvolvimento do embrião somático. Esta fase é caracterizada pela 

expansão, diferenciação e acúmulo de substância de reserva do embrião, sendo 

determinante na germinação e conversão em plântulas sadias, normais e vigorosas a 

partir dos embriões somáticos (MISHRA et al., 2010).  

No presente trabalho possivelmente a redução do potencial osmótico do meio 

promovida pela adição do PEG, combinada com a suplementação de ABA, tenha 

provocado uma redução na taxa de divisão celular e favorecido o acúmulo de reserva 

no final do desenvolvimento embrionário. De fato, observou-se que em embriões 

oriundos dos tratamentos T6, T9, T11 e T14, ocorreu um diferencial de acúmulo de 

reserva de amido e lipídios. Nestes embriões a maturação foi mais acelerada. Os 

resultados do presente trabalho submetido a estes tratamentos mostram maior 

acumulo de compostos de reserva nos embriões somáticos, que certamente ajuda a 

explicar as maiores taxas de obtenção de plântulas completas. 
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3.2 Germinação dos embriões somáticos 
 

Aos 60 dias em meio de germinação, os embriões somáticos converteram-se 

em plântulas. Verificou-se pela análise de variância que houve interação tripla entre 

os fatores AAxPEGxABA (Apêndice II). Os resultados apontam redução do número 

de plântulas regeneradas de embriões somáticos vindas de meio de cultura de 

maturação, tanto para a presença de PEG (PEG50) e aumento da quantidade de AA 

(AA330), quanto para o aumento dos níveis de ABA (ABA0, ABA3, ABA6, ABA12 

e ABA24) (Figura – 7).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 

(C) 

(B) 
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Figura 7: Os gráficos A, B, C e D mostram as interações AA*PEG*ABA. A) 
Número de plântulas obtidos da interação PEG0 nos diferentes níveis de AA e ABA. 
B) Número de plântulas obtidos da interação PEG50 nos diferentes níveis de AA e 
ABA. C) Número de plântulas obtidos da interação AA100 nos diferentes níveis de 
PEG e ABA. D) Número de plântulas obtidos da interação AA330 nos diferentes 
níveis de PEG e ABA. Os modelos de superfície de resposta ajustado para os 
graficos:  
A)� = ͳͳ,ͷ͸ͳͳ − Ͷ,ͷ͵͹ͷܽܽ − ͳ,ͲͺͶ͸ܾܽܽ + Ͳ,͵ͲͶʹܽܽ×ܾܽܽ + Ͳ,Ͳ͵͹͵ܾܽܽ2  
(R2= 0,58). 
  B) � = ͷ,ʹͳͶʹ + Ͳ,͸Ͳ͸͵ܽܽ − Ͳ,ʹͳ͵͸ܾܽܽ − Ͳ, Ͳ͹ʹͻܽܽ×ܾܽܽ + Ͳ,Ͳͳͳͷܾܽܽʹ  
(R2= 0,15). 
 C)  � = ͳͳ,ͳͻͺͳ − Ͷ,ͷͷͲͲ��� − Ͳ,ͻͷͷͺܾܽܽ + Ͳ,ʹ͵͵͵���×ܾܽܽ + Ͳ,Ͳ͵ʹͲܾܽܽʹ 
 (R2= 0,54).  
D) � = ͷ,ͷͺͻ͹ + Ͳ,ͷͻ͵ͺ��� − Ͳ,ʹ͹ͳ͸ܾܽܽ − Ͳ,ͳͶ͵ͺ���×ܾܽܽ + Ͳ,Ͳͳ͸͹ܾܽܽʹ  
(R2= 0,29). 
 
 

Embora tenha ocorrido a redução no número de plântulas, houve uma 

conversão de embriões somáticos a plântulas mais rápido com a presença dos 

mesmos, 15 dias após inoculação em meio de germinação, o que pode ser observado 

tanto pela emissão da radícula e parte aérea, advindas dos tratamentos com ABA e 

PEG (Figura – 8).  

 

 

(A) 
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Figura 8: Os Gráficos A, B e C apresentam as estimativas do número de plântulas 
60 dias após inoculação em meio de cultura de germinação. A) Estimativa do número 
de plântulas para o fator AA. B) Estimativa do número de plântulas para o fator PEG. 
C) Estimativa do número de plântulas para o fator ABA. 
 

Certamente isso ocorre devido ao fato dos embriões se apresentarem mais 

desenvolvidos na presença desses agentes. As plântulas advindas de embriões 

cultivados na presença de ABA e PEG, após os 60 dias no meio de germinação 

estavam maiores e apresentavam um aspecto mais vigoroso como mostra a Figura – 

9. 

(B) 

(C) 
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Figura 9: Plântulas obtidas 60 dias após cultivo in vitro em meio de germinação. A) 
Tratamentos com o efeito do AA100 nos diferentes níveis de PEG e ABA (T1 ao 
T10). B) Tratamentos com o efeito do AA330 nos diferentes níveis de PEG e ABA 
(T11 ao T20). 
 

Assim pode-se assumir que o agente de maturação ABA, no meio de cultura 

de regeneração/maturação de embriões somáticos aumentou a frequência de 

conversão de embriões somáticos em plântulas, o que também foi observado em 

batata doce por Zheng et al. (1996). Em algumas espécies como em pinheiro-do-

canadá (Picea glauca) (STASOLLA et al., 2003; BELMONTE et al., 2005) e 

Aesculus hippocastanum (TROCH et al., 2009) a presença de PEG no meio de 

regeneração/maturação, foi essencial para a conversão dos embriões somáticos em 

plântulas, que só teve início com a indução do estresse hídrico proporcionado pelo 

PEG.  

Outro aspecto relevante é o rápido influxo de água para o interior dos 

embriões, quando estes são transferidos para o meio de germinação (BOZHKOV & 
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ARNOLD, 1998), que por não conter PEG não apresenta uma restrição hídrica em 

relação ao meio de maturação. A hidratação mais rápida do embrião somático   

possivelmente representa um aspecto positivo para que o mesmo germine e 

desenvolva-se em plântulas.  

As plântulas bem desenvolvidas são melhores aclimatadas por apresentarem 

um bom desenvolvimento no comprimento de sistema radicular e parte aérea. Este 

processo de aclimatação representa uma etapa importante dentro de um programa de 

propagação in vitro de plantas elite. Em alguns casos, chega a ser um fator limitante 

no processo de micropropagação (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). 

 
4. CONCLUSÕES 
 

A adição do PEG, combinada com ABA nas concentrações (3, 6, 12 e 24µM) 

reduziram o número de embriões somáticos. 

A redução do potencial osmótico proporcionada pela adição de PEG, 

associado ao ABA promoveu a aceleração da maturação de embriões somáticos o 

que pode ser comprovado pelas análises histológicas. 

A utilização do regulador osmótico PEG (50 g L-1) combinado com maior 

dose de AA (330 mg L-1) e maiores doses de ABA (3, 6, 12 e 24µM), na maturação, 

reduziram o número de plântulas na germinação.  

As plântulas regeneradas de embriões somáticos em meio com ABA e PEG, 

desenvolveram-se mais rápido e apresentavam aspecto mais vigoroso e sadio. 
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7. APÊNDICES 
 

APÊNDICE I 

ANÁLISE DE VARIÂNCIA – Regeneração e Maturação dos embriões somáticos. 

 

FV gl SQ QM F Significância 
AA 1 927.0454 927.0454 48.8187 0.0000 
PEG 1 11127.1672 11127.1672 585.9628 0.0000 
ABA 4 9824.5830 2456.1457 129.3420 0.0000 

AA*PEG 1 635.3463 635.3463 33.4577 0.0000 
AA*ABA 4 379.4224 94.8556 4.9951 0.0015 
PEG*ABA 4 972.3833 243.0958 12.8016 0.0000 

AA*PEG*ABA 4 88.1465 22.0366 1.1605 0.3373 
Resíduo 60 1139.3728 18.9895   

 

Número de dados = 80 

Média geral = 30,3958 

Coeficiente de Variação = 14,336 

 

APÊNDICE II 

ANÁLISE DE VARIÂNCIA – Germinação dos embriões somáticos. 

 

FV gl SQ QM F Significância 
AA 1 17.1125 17.1125 3.6967 0.0593 

PEG 1 49.6125 49.6125 10.7174 0.0018 
ABA 4 162.3750 40.5937 8.7691 0.0000 

AA*PEG 1 15.3125 15.3125 3.3078 0.0739 
AA*ABA 4 39.8250 9.9562 2.1508 0.0855 
PEG*ABA 4 51.5750 12.8937 2.7853 0.0344 

AA*PEG*ABA 4 82.6250 20.6562 4.4622 0.0032 
Resíduo 60 277.7500 4.6292   

 

Número de dados = 80 

Média geral = 5,8125 

Coeficiente de Variação = 37,015 

 

 


