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RESUMO 

A palma de óleo (Elaeis guineensis Jacq.), conhecida também como dendê, é uma planta perene 

de origem africana, cujos principais produtos são o óleo de palma e de palmiste. A cultivar BRS 

Manicoré é o resultado da hibridação interespecífica (HIE) entre palma de óleo da espécie 

africana (E. guineensis) e a palma de óleo da espécie americana (E. oleifera (Kunth) Cortés), e 

é usada estrategicamente nas áreas que tem incidência do amarelecimento fatal (AF). Com o 

objetivo de verificar as respostas morfogênicas de inflorescências femininas imatura do HIE 

BRS Manicoré e de embriões zigóticos de três cultivares de palma de óleo (BRS Manicoré, 

BRS 2501. BRS 2528) cultivados in vitro, esse estudo foi dividido em dois capítulos. No 

capítulo 1, inflorescências femininas imaturas do HIE BRS Manicoré em diferentes estádios de 

desenvolvimento foram inoculadas em meio de cultura com diferentes composições para avaliar 

a eficiência de indução de calos e flores in vitro. Inicialmente, as inflorescências foram 

avaliadas em meio de cultura com sais estabelecido por Murashige e Skoog (1962) (MS) e com 

metade da concentração de sais MS (1/2MS) com diferentes concentrações de Picloram (0; 225 

e 450 µM). Após 45 dias, observou-se que todos os explantes continuaram o desenvolvimento 

de estruturas florais e os estádios da inflorescência I12 e I15 obtiveram as maiores formações 

de calos e flor. A composição do meio e as concentrações de Picloram só interferiram na 

formação de calos na inflorescência I9, que teve menor indução de calos em seus explantes. A 

adição de Picloram ao meio de cultura reduziu a oxidação dos explantes, porém a oxidação não 

prejudicou a morfogênese. No capítulo 2, com o objetivo de avaliar a viabilidade de indução de 

calos a partir de flores produzidas in vitro e de embriões zigóticos de três híbridos de palma de 

óleo (BRS Manicoré, BRS 2501 e BRS 2528) em meios de cultura com sais MS e Y3 (Eeuwens, 

1976) em combinação às auxinas Picloram e 2,4-D e citocinina 2ip. Para isso, dois 

experimentos independentes foram realizados, sendo o experimento 1 conduzido para verificar 

o potencial de indução de calos em flores produzidas in vitro do HIE BRS Manicoré, em dois 

meios de cultura (MS e Y3) combinados com auxina Picloram ou 2,4-D (9 µM) e citocina 2 iP 

(0; 6; 12 µM) totalizando 14 tratamentos; já o experimento 2 foi conduzido com o objetivo de 

verificar o potencial de indução de calos nos diferentes híbridos de palma de óleo (BRS 

Manicoré, BRS 2501 e BRS 2528) em meios de cultura MS ou Y3 combinados com Picloram 

ou 2,4-D (475 µM), compondo seis tratamentos. No experimento 1, verificou-se que a oxidação 

do explante não impede a diferenciação de calos e flores in vitro; a melhor composição de meio 

para indução de calos foi Y3 + 9 µM Picloram + 12 µM 2iP; e os melhores meios para indução 

de flores in vitro não induziram a formação de calos e vice-versa. No experimento 2, a indução 

de calos a partir de embriões zigóticos foi muito limitada e variou em função do meio de cultura 

e do material vegetal utilizado. A indução de calos foi observada somente nos híbridos BRS 

2501 e BRS 2528 e, somente, na presença de auxina.   

 

 

Palavras-chave: HIE BRS Manicoré. Elaeis guineensis. Elaeis oleifera. Micropropagação. 

Inflorescência imatura. Embrião zigótico. Calogênese. 
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ABSTRACT 

Oil palm (Elaeis guineensis, Jacq), also known as oil palm, is a perennial plant of African origin, 

whose main product is oil (palm and palm kernel). Cultivar BRS Manicoré is the result of 

interspecific hybridization (HIE) between African oil palm (E. guineensis) and American oil 

palm (E. oleifera (Kunth) Cortés), and is used strategically in the areas that it has an incidence 

of fatal yellowing (FA). To verify the morphogenic responses of immature female 

inflorescences of HIE BRS Manicoré and zygotic embryos of three cultivars of oil palm (BRS 

Manicoré, BRS 2501. BRS 2528) cultivated in vitro, this study was divided into two chapters. 

In chapter 1, immature female inflorescences of HIE BRS Manicoré at different stages of 

development were inoculated in culture medium with different compositions to evaluate the 

efficiency of callus and flower induction in vitro. Initially, the inflorescences were evaluated in 

a culture medium with salts established by Murashige and Skoog (1962) (MS) and with half the 

concentration of MS salts (1/2MS) with different concentrations of Picloram (0, 225 and 450 

µM). After 45 days, it was observed that all explants continued the development of floral 

structures and inflorescence stages I12 and I15 had the highest callus and flower formations. 

The composition of the medium and Picloram concentrations only interfered with callus 

formation in the I9 inflorescence, which had less callus induction in its explants. The addition 

of Picloram to the culture medium reduced the oxidation of explants, but the oxidation did not 

affect morphogenesis. In chapter 2, with the objective of evaluating the viability of callus 

induction from flowers produced in vitro and from zygotic embryos of three oil palm hybrids 

(BRS Manicoré, BRS 2501 and BRS 2528) in culture media with MS salts and Y3 (Eeuwens, 

1976) in combination with Picloram and 2,4-D auxins and cytokinin 2ip. For this, two 

independent experiments were carried out, and experiment 1 was carried out to verify the 

potential of callus induction in flowers produced in vitro of HIE BRS Manicoré, in two culture 

media (MS and Y) combined with Picloram or 2.4 auxin -D (9 µM) and cytokine 2 iP (0; 6; 12 

µM) totaling 14 treatments; Experiment 2 was carried out with the objective of verifying the 

potential of callus induction in different oil palm hybrids (BRS Manicoré, BRS 2501 and BRS 

2528) in MS or Y3 culture media combined with Picloram or 2,4-D (475 µM), comprising six 

treatments. In experiment 1, it was found that explant oxidation does not prevent the 

differentiation of calluses and flowers in vitro; the best composition of medium for callus 

induction was Y3 + 9 µM Picloram + 12 µM 2iP; and the best means for in vitro flower 

induction did not induce callus formation and vice versa. In experiment 2, callus induction from 

zygotic embryos was extremely limited and varied depending on the culture medium and the 

plant material used. Callus induction was observed only in hybrids BRS 2501 and BRS 2528 

and only in the presence of auxin. 

 

Keywords: HIE BRS Manicoré. Elaeis guineensis. Elaeis oleifera. Micropropagation. 

Immature inflorescence. Zygotic embryo. callogenesis 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

A palma de óleo africana ou dendê (Elaeis guineensis Jacq.) e a palma de óleo americana 

ou caiaué (E. oleifera (Kunth) Cortés) são espécies pertencentes à família Arecaceae que podem 

ser cruzadas entre si, produzindo descendentes férteis. Essas duas espécies ofertam a 

variabilidade genética explorada pelos programas de melhoramento que objetivam incrementar 

a produção e qualidade de óleo de palma (RIOS, 2012). Um dos principais produtos desse 

cruzamento é o híbrido interespecífico (HIE) BRS Manicoré, que apresenta um excelente 

potencial de produção de frutos, elevada taxa de ácidos graxos insaturados e menor crescimento 

vertical do estipe, além da maior resistência a pragas e doenças e maior resistência ao 

amarelecimento fatal (AF) (CUNHA; LOPES, 2010). 

A palma de óleo é uma palmeira de origem africana e do seu fruto é extraído dois tipos 

de óleo: o óleo de palma (polpa) e o óleo de palmiste (amêndoa), ambos com amplo emprego 

alimentar e industrial (MÜLLER, 1980). É a oleaginosa de maior produtividade conhecida no 

mundo, podendo fornecer anualmente de quatro a seis toneladas de óleo por hectare, o que 

corresponde a 1,5 vezes o rendimento do óleo de coco, o dobro do azeite de oliva e 10 vezes 

mais a produção do óleo de soja (MÜLLER, 1980; FURLAN et al., 2003; LIN et al., 2009). 

A resistência do HIE BRS Manicoré ao AF foi demonstrada em condições de campo, 

em área com incidência prévia do AF, tendo sido observado que as plantas desse híbrido não 

foram afetadas por essa anomalia em comparação às plantas de palma de óleo da variedade 

tenera. Esses resultados indicam que o HIE BRS Manicoré é recomendado para áreas com 

incidência de AF (CUNHA; LOPES, 2010). 

As sementes de palma de óleo africana, em condições adequadas, possuem baixas taxas 

de germinação em decorrência da dormência após a maturação fisiológica. Se a dormência não 

for quebrada artificialmente, a germinação que além de baixa e desuniforme, pode demorar 

anos (LIMA et al., 2013). No entanto, protocolos visando melhorar a germinação das sementes 

de palma de óleo tem sido objeto de pesquisa, tendo sido alcanças taxas de germinação em 

torno de 85% (LIMA et al., 2014). Para as sementes do HIE, a taxa de germinação comumente 

observada é ainda menor, em torno de 30 a 35,6% (ANGELO et al., 2007; MAQUINÉ et al., 

2012), fazendo com que a produção de sementes pré-germinadas não atenda a demanda de 

mudas de HIE para a implantação de novas lavouras (CUNHA et al., 2010). 
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Cultivares melhorados geneticamente de muitas espécies perenes têm sido multiplicados 

por meio de propagação vegetativa. No entanto, a palma de óleo é uma planta monopodial de 

fuste único que não permite a aplicação de técnicas convencionais de propagação vegetativa, 

como por exemplo a estaquia. Desta forma, a micropropagação ou propagação in vitro é uma 

alternativa viável de propagação vegetativa desta espécie com vistas a produção de mudas em 

larga escala (PLATA; REY, 2006). 

A micropropagação tem sido aplicada com sucesso em várias palmeiras, como por 

exemplo em Cocus nucifera (GOMES et al., 2004), Euterpe oleracea (FERMINO JUNIOR et 

al., 2007; SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012), Bactris gasipaes (STEINMACHER et al., 

2007), Acrocomia aculeata (MOURA et al., 2009) e em Elaeis guineensis (CORRÊA et al., 

2016). Porém, trabalhos de micropropagação específicos para HIE BRS Manicoré são, até o 

presente, incipientes. 

Um dos métodos de micropropagação mais eficiente para a regeneração de plantas in 

vitro é a embriogênese somática, a qual se baseia na totipotência celular e é análoga à 

embriogênese zigótica, em que uma única célula ou um pequeno grupo de células somáticas 

são precursores da formação de um embrião somático (TAUTORUS et al., 1991). Na 

embriogênese somática, células somáticas se diferenciam em plantas completas, seguindo 

estádios de citodiferenciação embriogênicos característicos (WILLIAMS e MAHESWARAN, 

1986; EMONS, 1994). Esse processo pode ser induzido por vários tipos de explantes, 

usualmente tratando-os com reguladores de crescimento, tais como as auxinas 2,4-D (ácido 2,4-

diclorofenoxiacético), Picloram (ácido 4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-carboxílico) e/ou 

tratamentos de estresse abiótico (FEHÉR, 2015; HORSTMAN et al., 2017). 

Uma vez que os protocolos de micropropagação do HIE BRS Manicoré são incipientes 

e que a demanda de mudas deste híbrido tem crescido em face de suas características 

agronômicas e resistência ao AF, este trabalho foi conduzido para testar a hipótese de que 

inflorescências imaturas e embriões zigóticos do HIE BRS Manicoré podem ser utilizados como 

explantes para a obtenção de calos embriogênicos deste híbrido. Assim, este trabalho teve o 

objetivo geral de avaliar a capacidade de inflorescências imaturas e embriões zigóticos do HIE 

BRS Manicoré em produzir calos embriogênicos mediados pelo de auxinas e/ou citocininas. 

Para isso, dois experimentos independentes foram conduzidos com os seguintes objetivos 

específicos: 
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Experimento 1 – Avaliar a habilidade de inflorescências imaturas do HIE BRS Manicoré 

em induzir a formação de calos e flores in vitro em função da concentração de sais no meio de 

cultura Murashige and Skoog (MS) combinadas a diferentes concentrações de Picloram. 

Experimento 2 – Avaliar a viabilidade de indução de calos do HIE BRS Manicoré a 

partir de flores produzidas in vitro e de embriões zigóticos cultivados em diferentes meios de 

cultura combinados às auxinas Picloram e 2,4-D e à citocinina 2iP. 
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2. CAPÍTULO 1: In Vitro Induction of Callus and Flowers in Immature Oil Palm 

Inflorescences* 

 

 

* O capítulo encontra-se apresentado nas páginas seguintes exatamente como publicado em 

Journal of Agricultural Studies 8 (4): 712-725, 2020. doi:10.5296/jas.v8i4.16114.  
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CAPÍTULO 2: Indução de calos a partir de flores induzidas in vitro e de embriões 

zigóticos de palma de óleo em função de diferentes auxinas e citocinina 

 

Resumo 

A micropropagação é uma alternativa importante na propagação de palma de óleo (Elaeis 

guineenses Jacq.) visando a multiplicação de plantas sadias. Nesta espécie, a folha é o explante 

mais utilizado para obtenção da embriogênese somática, principalmente as folhas imaturas. As 

inflorescências imaturas também são uma boa opção de explantes, podendo induzir além de 

calos e embriões somáticos, novas flores que também podem ser usadas como fonte de explante. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade de indução de calos a partir de flores 

produzidas in vitro e de embriões zigóticos de híbridos de palma de óleo em meios de cultura 

combinados com as auxinas Picloram ou 2,4-D e com a citocinina 2iP. Para isto, foram 

conduzidos dois experimentos: Experimento 1 - que utilizou cortes finos (1 mm) de flores do 

HIE BRS Manicoré produzidas in vitro inoculados em meio de cultura MS e Y3, em 

combinação às auxinas Picloram ou 2,4-D (9 µM) e citocinina 2-iP (0; 6; 12 µM), formando 

assim 14 combinações de meio de cultura (tratamentos); Experimento 2 - que utilizou embriões 

zigóticos das cultivares BRS Manicoré, BRS 2501 e BRS 2528 inoculados em meios de cultura 

MS ou Y3 combinados a duas concentrações de Picloram ou 2,4-D (0; 475µM), totalizando seis 

tratamentos. Verificou-se no experimento 1 que a oxidação dos explantes não impediu a 

diferenciação de calos e flores in vitro e que o melhor meio para indução exclusiva de calos foi 

constituído de Y3 + 9 µM Picloram + 12 µM 2iP. No experimento 2, foi observado que a 

indução de calos foi muito limitada, variando em função do meio de cultura e material vegetal 

(híbridos), com indução de calos observada apenas nos híbridos BRS 2501 e BRS 2528 e 

somente na presença de auxina. 

Palavras-chave: Micropropagação, calogênese, inflorescências, embrião zigótico, palma de 

óleo. 
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1. Introdução 

A micropropagação é uma forma de multiplicação assexuada que permite o crescimento 

e multiplicação de células, tecidos, órgãos ou parte de órgãos de uma planta, denominado de 

explante, em meio nutritivo sob condições assépticas e fatores ambientais controlados, tais 

como fotoperíodo e temperatura (Carvalho, 1999; Fehér et al., 2003). A multiplicação celular 

in vitro dos explantes é mediada por fitoreguladores, produzindo novos indivíduos, genotípica 

e fenotipicamente idênticos (Fehér et al., 2003). 

Um dos métodos utilizados na micropropagação é a embriogênese somática, em que o 

embrião se desenvolve a partir de células somáticas, podendo originar plantas inteiras idênticas 

à matriz (Williams e Maheswaran, 1986; Soh et al., 2011). Se eficientemente desenvolvida, a 

embriogênese pode permitir a obtenção de inúmeras plantas a partir de um pequeno número de 

explantes (Filippi et al., 2001). Em palma de óleo (Elaeis guineensis Jacq.), a embriogênese 

somática é a principal via de multiplicação in vitro (Monteiro; Scherwinski-Pereira, 2013), 

permitindo a propagação em massa de mudas clonais da espécie (Duval et al., 1995). Devido a 

ocorrência de amarelecimento fatal (AF), a micropropagação é uma alternativa importante na 

propagação da palma de óleo, visando a multiplicação de plantas sadias (Cunha et al., 2010). 

O híbrido interespecífico (HIE) BRS Manicoré é o resultado do cruzamento entre a 

palma de óleo africana (E. guineensis) ou dendenzeiro, de origem La Mé, e a palma de óleo 

americana ou caiaué (Elaeis oleifera), originada da cidade de Manicoré, na Amazônia 

brasileira, e foi lançado pela Embrapa em 2010 (Tavares, 2013). Este híbrido mantém as 

características desejáveis apresentadas pela palma de óleo americana, como reduzido 

crescimento de caule, maior insaturação de óleo e tolerância a pragas e doenças e ao 

amarelecimento fatal (AF) (Cunha et al., 2009). 

A embriogênese somática pode ocorrer de duas formas: por via direta ou por via indireta. 

Geralmente, ocorre de forma indireta, inicialmente por meio do desenvolvimento de massas 

pró-embriogênicas que posteriormente se diferenciarão em embriões somáticos (Almeida, 

2007; Carvalho et al., 2009). A via regenerativa indireta é a muito comum em palmeiras, já que 

pode aumentar o número de plântulas regeneradas em comparação à organogênese, além de ter 

um alto potencial em rendimento (Steinmacher et al., 2007). 

Em palma de óleo, a folha é o explante mais utilizado para obtenção da embriogênese 

somática, principalmente as folhas imaturas que formam o ápice da planta e isto se deve a sua 

grande capacidade morfogênica (Rocha, 2007). Entretanto, quando as folhas usadas são 

imaturas e provenientes de plantas adultas, estas, ao serem retiradas, afetam a produtividade 

das plantas por ser um método invasivo (Coely e Tinker, 2003). Desta forma, testar a eficiência 
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de outros tipos de explantes na micropropagação de palma de óleo que sejam de fácil 

disponibilidade e sua coleta seja menos invasiva é uma estratégia interessante para permitir 

clonagem de materiais vegetais de interesse. De acordo com Teixeira et al. (1994), as 

inflorescências são importantes fontes de explantes, pois além de serem abundantes em plantas 

adultas, são retiradas sem comprometer o vigor da planta. Segundo Carvalho (2009), é possível 

obter embriogênese somática a partir de flores formadas in vitro em ráquilas retirada de 

inflorescências imaturas de E. guineensis. 

Embora alguns autores mencionem que o uso de inflorescências não compromete o 

vigor da planta (Teixeira et al., 1994), a coleta de inflorescências em estádio inicial também é 

uma operação invasiva e causa estresse na planta, já que para obter as inflorescências é 

necessário a retirada de folhas. Nesse sentido, a utilização de inflorescências induzidas in vitro 

é uma boa alternativa para obter esse tipo de explante. Assim, flores obtidas in vitro a partir de 

inflorescências imaturas do HIE BRS Manicoré são importantes fontes de explantes, tanto por 

suas condições assépticas quanto pelo seu potencial para microproagação (Monteiro et al., 

2020). 

A indução de flores in vitro do HIE BRS Manicoré foi observada a partir de 

inflorescências femininas de diferentes estádios de desenvolvimento, tendo sido demonstrado 

que inflorescências das folhas 12 e 15 cultivadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) leva 

à uma maior formação in vitro de flores e calos (Monteiro et al., 2020). Considerando que a 

indução de calos pode ocorrer em qualquer tecido, flores produzidas in vitro bem como os 

próprios embriões zigóticos obtidos diretamente das sementes podem ser boas alternativas para 

indução de calos visando a embriogênese somática. 

Assim, este trabalho teve como objetivo geral avaliar a viabilidade de indução de calos 

a partir de flores produzidas in vitro e embriões zigóticos em dois meios de cultura em 

combinação as auxinas Picloram e 2,4-D e a citocinina 2iP. Para isso, dois experimentos foram 

conduzidos, tendo o Experimento 1 o objetivo específico de avaliar a melhor composição de 

meio de cultura (tipo de sais, auxina e concentração de 2iP) para promover a indução de calos 

a partir de seções de flores do HIE BRS Manicoré produzidas in vitro; enquanto o Experimento 

2 foi conduzido com o objetivo específico de verificar o potencial de indução de calos a partir 

de embriões zigóticos de diferentes híbridos de palma de óleo (BRS Manicoré, BRS 2501 e 

BRS 2528) em função de diferentes composições de meio de cultura e auxinas. 
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2. Material e métodos 

 

2.1 Experimento 1 - Indução de calos embriogênicos a partir de flores de palma de óleo, 

HIE BRS Manicoré em função de doses de Picloram e 2,4-D combinadas com 2iP 

Neste experimento, foram usados como explantes flores produzidas in vitro conforme 

descrito por Monteiro et al. (2020). As flores foram provenientes de inflorescências imaturas 

do HIE BRS Manicoré, cultivadas por 180 dias em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 

1962) suplementado com 450 µM Picloram, 30 g L-1 sacarose, 3 g L-1 phytagel e carvão ativado. 

O pH do meio foi ajustado em 5,8 antes da adição do phytagel e os meios de cultura foram 

autoclavados a 120 °C por 20 min. O cultivo foi conduzido no escuro, em sala de crescimento 

à temperatura média de 25 ± 2 ºC e umidade relativa do ar de 50 ± 2 %. Durante o período de 

indução de flores, o material foi subcultivado a cada 60 dias no mesmo tipo de meio de cultura. 

As flores obtidas in vitro foram seccionadas em cortes finos de aproximadamente 1 mm 

de espessura para serem utilizados como explantes. Os meios de cultura utilizados foram Y3 

(Eeuwens, 1976) e MS, combinados à diferentes reguladores de crescimento, compondo assim 

14 tratamentos (Tabela 1). Todos os meios de cultura foram suplementados com 45 g L-1 

sacarose, 3 g L-1 phytagel e 3 g L-1 carvão ativado. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adição 

do phytagel e os meios foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Os meios de cultura foram 

distribuídos em frascos de vidro de 6 cm de diâmetro contendo 30 mL de meio de cultura por 

frasco. Em cada frasco foram inoculados cinco explantes. Os frascos foram dispostos no escuro, 

em sala de crescimento a temperatura média de 25 25 ± 2 ºC e umidade relativa do ar de 50 ± 

2 %. Subcultivos foram realizados a cada 60 dias e o experimento foi avaliado após 240 dias 

da inoculação, determinando-se a porcentagem de oxidação de explantes, a porcentagem de 

estruturas formadas (calos e flores) e a porcentagem de oxidação das estruturas formadas. 

O Experimento 1 foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com 14 

tratamentos e seis repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída de 01 (um) frasco 

contendo cinco seções de inflorescência utilizada como explante. Os dados foram submetidos 

ao teste de normalidade e como não apresentaram distribuição normal mesmo após a 

transformação angular (Fischer 1922, Zubin 1935, Bartlett, 1947), eles foram submetidos ao 

teste de qui-quadrado e convertidos em porcentagem. Para análise estatística dos dados, 

utilizou-se o software R (v.4.0.5 R Core Team, 2021). 
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Tabela 1. Composição dos meios de cultura (tratamentos) do Experimento 1 em função do tipo 

de meio de cultura (Y3 e MS), de diferentes tipos e concentrações de auxinas (Picloram e 2,4-

D) e diferentes concentrações da citocinina 2-iP. 

 

Tratamento Meio básico Auxina Citocinina 

T1 Y3 - - 

T2 Y3 9 µM Picloram  - 

T3 Y3 9 µM Picloram 6 µM 2-iP  

T4 Y3 9 µM Picloram 12 µM 2-iP  

T5 Y3 9 µM 2,4-D - 

T6 Y3 9 µM 2,4-D 6 µM 2-iP  

T7 Y3 9 µM 2,4-D 12 µM 2-iP  

T8 MS - - 

T9 MS 9 µM Picloram - 

T10 MS 9 µM Picloram 6 µM 2-iP  

T11 MS 9 µM Picloram 12 µM 2-iP  

T12 MS 9 µM 2,4-D - 

T13 MS 9 µM 2,4-D 6 µM 2-iP  

T14 MS 9 µM 2,4-D 12 µM 2-iP  

 

2.2 Experimento 2- Indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos de 

palma de óleo, HIE BRS Manicoré 

Neste experimento foram utilizadas sementes do HIE BRS Manicoré e de dois híbridos 

intraespecífico da palma de óleo variedade Tenera (BRS C2501 e BRS C2528). As sementes 

de todos os materiais vegetais utilizados foram obtidas junto à Embrapa Amazônia Ocidental, 

Manaus, Brasil. O endocarpo das sementes foi envolvido em um tecido macio e quebrado 

cuidadosamente utilizando um martelo de madeira para evitar danos ao endosperma (amêndoa) 

e ao embrião. Após a retirada do endocarpo, as sementes foram lavadas em água corrente e 

sabão neutro por, aproximadamente, 5 min e em seguida levadas à câmara de fluxo laminar 

para assepsia em álcool etílico70% por 1 min e hipoclorito de sódio 2,5% por 15 min. Após 

lavagem por três vezes em água destilada e autoclavada, os explantes foram incubados em água 

destilada e autoclavada por 48 h para facilitar a retirada do embrião. Os embriões obtidos foram 

utilizados para o experimento de indução de calos (Experimento 2) e teste de viabilidade (teste 

de tetrazólio ou TCT), conduzidos paralelamente. 

Para o Experimento 2, os embriões foram submetidos à assepsia em álcool etílico 70% 

por 1 min e em hipoclorito de sódio 1% por 10 min, seguindo-se de três lavagens em água 

destilada e autoclavada. Como tratamentos, foram utilizados dois meios de cultura (MS e Y3), 

combinados a 475 µM Picloram e/ou 475 µM 2,4-D (Tabela 2). Os meios de cultura foram 



 

 

 

 

39 

suplementados com L-glutamina (0,5 g L-1), sacarose (20 g L-1), phytagel (2,5 g L-1) e carvão 

ativado (2,5 g L-1), conforme Silva et al. (2012). O pH dos meios foi ajustado em 5.8 e os 

mesmos foram autoclavados a 120 °C por 20 min. Após a inoculação, os tubos de ensaio 

contendo os embriões zigóticos foram mantidos em câmara de crescimento tipo BOD (EL 

202/E, Eletrolab®, São Paulo, Brasil), no escuro, à temperatura média de 25 ± 2 ºC e umidade 

relativa do ar de 50 ± 2%. Subcultivos foram realizados a cada 60 dias e avaliação do 

experimento foi realizada após 210 dias da inoculação, avaliando-se a porcentagem de indução 

de calos e oxidação. 

O Experimento 2 foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com seis 

tratamentos (Tabela 2) e cinco repetições por tratamento, sendo cada repetição constituída de 

um tubo de ensaio contendo um embrião zigótico. Os dados de indução de calos e oxidação 

foram submetidos ao teste de normalidade e, como não apresentaram distribuição normal 

mesmo após a transformação angular (Fischer 1922, Zubin 1935, Bartlett, 1947), foram 

submetidos ao teste de qui-quadrado e convertidos em porcentagem. As análises estatísticas 

foram realizadas no software R (v.4.0.5 R Core Team, 2021). 

A viabilidade dos embriões foi avaliada por meio do teste de tetrazólio (2,3,5-trifenil 

cloreto de tetrazólio ou TCT) de acordo com Lopes (2013). Os embriões foram imersos em 

0,5% TCT por 17 h, em câmara de crescimento tipo BOD, no escuro, à temperatura média de 

39 ± 2 °C. Após este tempo, cada embrião foi classificado de acordo com a coloração resultante 

da redução do TCT, com base na intensidade, uniformidade e local da coloração e na 

turgescência aparente dos tecidos (Lopes, 2013). Foram considerados viáveis os embriões que 

apresentavam coloração vermelho claro brilhante na parte superior e turgidez no haustório. 

Embriões que não apresentavam mudança de coloração ou possuíam tecidos flácidos no 

haustório foram considerados inviáveis. 

 

Tabela 2. Composição dos meios de cultura (tratamentos) do Experimento 2 em função do tipo 

de meio (Y3 e MS) e de diferentes tipos de auxinas (Picloram e 2,4-D). 

 

Tratamento Meio básico Auxina 

T1’ MS - 

T2’  475 µM Picloram 

T3’  475 µM 2,4-D 

T4’ Y3 - 

T5’  475 µM Picloram 

T6’  475 µM 2,4-D 

3. Resultados 
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3.1 Experimento 1 - Indução de calos embriogênicos a partir de flores de palma de óleo, 

HIE BRS Manicoré em função de doses de Picloram e 2,4-D combinadas com 2iP 

Independentemente da composição do meio de cultura, foi observado que parte dos 

explantes apresentaram um determinado grau de oxidação (Fig. 1). Essa oxidação variou de 

46,7% no meio Y3 + 9 µM Picloram + 12 µM 2iP a 90% em meio MS sem adição de 

reguladores de crescimento (Tabela 3). 

Nos meios Y3, a porcentagem de oxidação aumentou com a adição de Picloram e 2iP 

em relação ao meio sem reguladores de crescimento. Ainda no meio Y3, a porcentagem de 

oxidação foi maior na presença de 9 µM 2,4 D e de 9 µM 2,4 D combinado a 6 µM 2iP em 

relação ao meio Y3 sem reguladores. Por outro lado, uma redução na porcentagem de oxidação 

foi observada em meio Y3 acrescido de 9 µM 2,4 D e 12 µM 2iP quando comparado ao meio 

Y3 sem reguladores (Tabela 3). 

Nos meios MS, a máxima porcentagem de oxidação de explantes (90%) foi observada 

no meio MS sem reguladores de crescimento (Tabela 3). Uma diminuição significativa da 

porcentagem de oxidação foi observada na presença das auxinas e da citocinina, 

particularmente quando a auxina utilizada foi o 2,4 D. Portanto, a porcentagem de oxidação 

reduziu de 90% no controle (MS sem reguladores) para 56,7% na presença de 9 µM 2,4 D e 6 

ou 12 µM 2iP (Tabela 3). Contudo, a oxidação dos explantes não impediu a formação de calos 

e flores (Fig. 1), mas a indução dessas estruturas foi demasiadamente lenta, tendo o início da 

formação de calos e flores sido observado a partir de 60 e 90 dias, respectivamente. 

Os resultados apresentados na Tabela 4 evidenciam que a maior parte dos explantes 

inoculados não apresentaram calos e flores ao final do período experimental de 240 dias. Assim, 

a máxima porcentagem de indução de calos foi obtida no meio de cultura Y3 + 9 µM Picloram 

+ 12 µM 2iP (53,3%), seguido dos meios Y3 sem reguladores de crescimento (20%), Y3 + 9 

µM Picloram + 6 µM 2iP (10%) e Y3 + 9 µM 2,4-D (3,3%) (Tabela 4). Dos meios MS, a 

indução de calos só foi observada no meio que continha 9 µM Picloram e 6 µM 2iP (Tabela 4). 

Por outro lado, a indução de flores in vitro foi observada em nove meios de cultura. Nesse caso, 

a máxima porcentagem de indução de flores (33,3%) ocorreu no meio Y3 acrescido de 9 µM 

2,4-D e 6 ou 12 µM 2iP e nos meios MS sem reguladores de crescimento ou na presença de 9 

µM Picloram (Tabela 4). Além disso, foi observado que apenas os calos formados no meio MS 

acrescido de 9 µM Picloram e 6 µM 2iP não apresentaram oxidação (Tabela 5). Por outro lado, 

não houve oxidação de flores em nenhum dos meios de cultura utilizados. 
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 Do exposto, os resultados obtidos no Experimento 1 permitem inferir que (i) a oxidação 

do explante não impede a diferenciação de calos e flores in vitro; (ii) o melhor meio indutor de 

calos (Y3 + 9 µM Picloram + 12 µM 2iP) não induz a formação de flores in vitro, porém os 

calos formados nesse meio apresentaram 100% de oxidação; e (iii) os melhores meios para 

indução de flores in vitro não induziram a formação de calos. 

 

 
Figura 1. Indução de calo (A) e flor (B) a partir de explantes parcialmente oxidados do HIE 

BRS Manicoré após 240 dias de cultivo in vitro em meio Y3 + Picloram 9 µM + 2ip 12 µM (A) 

e meio MS + Picloram 9 µM (B). Imagens representativas de seis repetições por tratamento. 

 

Tabela 3. Teste qui-quadrado para porcentagem de oxidação dos explantes do HIE BRS 

Manicoré cultivados in vitro por 240 dias em meios de cultura Y3 e MS com diferentes 

combinações de auxina e citocinina. 

Meio de cultura 
  

Explantes 

oxidados (%) 
Sais Auxina Citocinina  

Y3 - - 
 

56,7 
 9 µM Picloram - 

 
60,0 

 9 µM Picloram 6 µM 2iP 
 

63,3 
 9 µM Picloram 12 µM 2iP 

 
80,0 

 9 µM 2,4 D - 
 

80,0 
 9 µM 2,4 D 6 µM 2iP 

 
86,7 

 9 µM 2,4 D 12 µM 2iP 
 

46,7 

MS - - 
 

90,0 

 9 µM Picloram - 
 

76,7 

 9 µM Picloram 6 µM 2iP 
 

70,0 

 9 µM Picloram 12 µM 2iP 
 

70,0 

 9 µM 2,4 D - 
 

60,0 

 9 µM 2,4 D 6 µM 2iP 
 

56,7 

 9 µM 2,4 D 12 µM 2iP  56,7 

X² = 29,43   GL = 13   p-valor = 0.006** 

**p-valor < 1% 
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Tabela 4. Teste qui-quadrado para estruturas formadas a partir de flores femininas do HIE BRS 

Manicoré cultivadas in vitro por 240 dias em meios de cultura Y3 e MS com diferentes 

combinações de auxina e citocinina. 

Meio de cultura  Explantes 

com calos 

(%) 

Explantes 

sem calos 

(%) 

Explantes 

com flor 

(%) 

Explante 

sem flor 

(%) 
Sais Auxina Citocinina  

Y3 - -  20.0 80.0 0 100 
 9µM Picloram -  0.00 100.0 16,7 83,3 
 9 µM Picloram 6 µM 2iP  10.0 90.0 16,7 83,3 
 9 µM Picloram 12 µM 2iP  53.3 46.7 0 100 
 9 µM 2,4 D 0  3.3 96.7 16,7 83,3 
 9 µM 2,4 D 6 µM 2iP  0.0 100.0 33,3 66,7 
 9 µM 2,4 D 12 µM 2iP  0.0 100.0 33,3 66,7 

MS - -  0.0 100.0 33,3 66,7 

 9 µM Picloram -  0.0 100.0 33,3 66,7 

 9 µM Picloram 6 µM 2iP  16.7 83.3 0 100 

 9 µM Picloram 12 µM 2iP  0.0 100.0 0 100 

 9 µM 2,4 D -  0.0 100.0 0 100 

 9 µM 2,4 D 6 µM 2iP  0.0 100.0 16,7 83,3 

 9 µM 2,4 D 12 µM 2iP  0.0 100.0 16,7 83,3 

 
   X² = 125,98   GL = 13  

p-valor < 0,001*** 

X² = 61,20   GL = 13     

p-valor < 0,001*** 

***p-valor < 0,1% 

 

Tabela 5. Teste qui-quadrado para porcentagem de oxidação de calos produzidos in vitro a 

partir de seções de flores do HIE BRS Manicoré cultivadas por 240 dias em meios de cultura 

Y3 e MS com diferentes combinações de auxina e citocinina. 

Meio de cultura  Calos oxidados 

(%) 

Calos não 

oxidados (%) 
Sais Auxina Citocinina  

Y3 - -  33,3 66,7 
 9 µM Picloram 6 µM 2iP  66,7 33,3 
 9 µM Picloram 12 µM 2iP  100 0 
 9 µM 2,4 D -  100 0 

MS 9 µM Picloram 6 µM 2iP  0 100 

X² = 314.82     GL = 4    p-valor < 0.001*** 

***p-valor < 0,1% 

 

3.2 Experimento 2 - Indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos de 

palma de óleo, HIE BRS Manicoré 

A indução de calos a partir de embriões zigóticos foi muito limitada e variou tanto em 

função do meio de cultura quanto com o material vegetal utilizado (Tabela 6). Assim, a indução 
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de calos foi observada somente nos híbridos BRS 2501 e BRS 2528 (Fig. 2) e obrigatoriamente 

na presença de auxina (Tabela 6).  

Para o híbrido BRS 2501, a indução de calos não foi influenciada pela composição de 

sais do meio de cultura (i.e., Y3 ou MS), mas variou com o tipo de auxina utilizada. Nesse caso, 

a taxa de indução de calos foi 100% maior nos meios contendo 2,4-D que nos meios contendo 

Picloram (Tabela 6). Já para o híbrido BRS 2528, a maior taxa de indução de calos foi observada 

no meio MS + 475 µM Picloram (40% de taxa de indução de calos), enquanto os meios MS e 

Y3 na presença de 2,4-D promoveram a indução de calos em apenas 10% dos embriões 

zigóticos (Tabela 6). Do exposto, pode-se inferir que a indução de calos embriogênicos nos 

híbridos avaliados é diferentemente influenciada pela composição de sais do meio de cultura e 

pelo tipo de auxina. 

As diferenças observadas nas taxas de indução de calos dentre híbridos podem ser, em 

parte, relacionadas às diferentes viabilidades dos embriões zigóticos utilizados como explante, 

conforme evidenciado pelo teste de tetrazólio. Neste caso, o híbrido BRS 2528 apresentou 61% 

de embriões viáveis (Fig. 3C e 3F); seguido do híbrido BRS 2501, com 50% dos embriões 

viáveis (Fig. 3D e 3F). Por outro lado, os embriões zigóticos do HIE BRS Manicoré mostraram-

se inviáveis (Fig. 3E e 3F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2 – Indução de calos em embriões zigóticos dos híbridos de palma de palma de óleo 

BRS 2501 (Fig. 2A), BRS 2528 (Fig. 2B) e BRS Manicoré (Fig. 2C) em meio de cultura Y3 

+ 2,4-D 475 µM. 
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Tabela 6. Taxa de indução de calos embriogênicos (%) a partir de embriões zigóticos de três 

híbridos de palma de óleo cultivados em diferentes composições de meio de cultura. 

***p-valor < 0,1%; NA – Sem número 

 

 

Figura 3. Teste de viabilidade de embriões zigóticos de três híbridos de palma de óleo (BRS 

2528, BRS 2501, BRS Manicoré) em função do padrão de coloração em 0.5% TCT (Fig. 3C, 

D e E). Como controle positivo foi utilizado um embrião zigótico de palma de óleo cv. Tenera 

(Fig. 3A); como controle negativo, os embriões dos híbridos (BRS 2528, BRS 2501, BRS 

Manicoré) foram incubados em água destilada (como exemplo, ilustra-se o embrião do híbrido 

BRS 2528, Fig. 3B). A porcentagem de viabilidade (Fig. 3F) foi calculada para cada híbrido 

quando comparada ao seu respectivo controle negativo. 

  

Meio de cultura  BRS Manicoré BRS 2501 BRS 2528  

Sais Auxina  Embrião 

com calos 

(%) 

Embrião 

sem calos 

(%) 

Embrião 

com calos 

(%) 

Embrião 

sem calos 

(%) 

Embrião 

com calos 

(%) 

Embrião 

sem calos 

(%) 

Y3 -  0 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 
 475 µM Picloram  0 100.0 20.0 80.0 0.0 100.0 
 475 µM 2,4-D  0 100.0 40.0 60.0 10.0 90.0 

MS -  0 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 

 475 µM Picloram  0 100.0 20.0 80.0 40.0 60.0 

 475 µM 2,4-D  0 100.0 40.0 60.0 10.0 90.0 

 
  X² = NA, GL= 5 

p-valor =NA 

X² = 84,86   GL= 5 

p-valor < 0,001 

X² = 95,16   GL= 5 

p-valor < 0,001 
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4 Discussão 

4.1 Experimento 1 - Indução de calos embriogênicos a partir de flores de palma de óleo, 

HIE BRS Manicoré em função de doses de Picloram e 2,4-D combinadas com 2iP 

 Os explantes obtidos a partir de flores tiveram níveis elevados de oxidação, acima de 

47%. A oxidação de explantes é uma das maiores dificuldades enfrentadas no cultivo in vitro 

de palmeiras, pois a produção de compostos fenólicos, normalmente, inibe o crescimento e 

desenvolvimento dos explantes, podendo ocasionar a morte dos tecidos (Costa et al. 2006). No 

entanto, pode-se observar neste trabalho que, mesmo ocorrendo oxidação dos explantes, houve 

indução de calos e flores. Resultados similares foram obtidos por Monteiro et al. (2020), em 

inflorescências imaturas de híbrido de palma de óleo. Almeida et al. (2020), usando folhas 

imaturas de diferentes genótipos de palma de óleo variedade Pisífera, observaram níveis altos 

de oxidação (acima de 80%) a partir de 90 dias de cultivo, mesmo tendo adicionado carvão 

ativado (2,5 g L-1) ao meio de cultura; e, esta oxidação ocorreu em todos os genótipos estudados.  

Na tentativa de atenuar e/ou evitar a oxidação de explantes, alguns compostos são 

adicionados ao meio de cultura, tais como carvão ativado, polivinilpirrolidona (PVP), ácido 

ascórbico e ácido cítrico (Lin et al., 2007). Van Winkle et al. (2003) mencionam que, dentre 

diferentes antioxidantes, o carvão ativado tem sido utilizado com maior frequência aos meios 

de cultura com o objetivo de adsorver os compostos fenólicos tóxicos aos explantes. Devido à 

alta incidência de oxidação fenólica ocorrida em inflorescências imaturas de palma de óleo (E. 

guineensis) var. Pisifera, Teixeira et al. (1994) aumentaram as concentrações de carvão ativado 

no meio de cultura de 0,3% para 0,5%, tendo observado que a oxidação aumentou nos 

tratamentos em que a concentração de 2,4-D não foi alterada, porém, nos tratamentos que 

tiveram aumento na concentração de 2,4-D (de 475 µM para 500 µM) juntamente com a 

concentração de carvão ativado, a oxidação diminuiu de 46% para 28%. Costa et al. (2006), 

relataram que, embora o carvão ativado seja usado como antioxidante, ele pode ocasionar a 

adsorção de outros componentes do meio de cultura, como, por exemplo, dos reguladores de 

crescimento (auxinas e citocinina), interferindo assim no padrão de desenvolvimento dos 

cultivos. 

O processo de oxidação ocorre em função da liberação de compostos fenólicos ocorrido 

logo após o corte do tecido (Van Winkle et al., 2003) o que pode ocasionar diminuição na 

formação de calos em palmeiras (Viñas, Jiménez, 2011). Ribeiro et al. (2019), verificaram que 

proteínas antioxidantes envolvidas na resposta ao estresse aumentaram na fase inicial (14 dias) 

do cultivo in vitro de folhas imaturas de híbrido entre E. Oleifera x E. guineense. Este resultado 
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é uma resposta da planta na tentativa de controlar o estresse na fase de indução de calos e isso 

pode ser um fator determinante para a aquisição de competência embriogênica na palma de 

óleo. Para Jayanthi et al. (2015), em alguns casos a oxidação não chega a ser prejudicial à 

algumas culturas, parecendo ser um requisito para formação de calos.  

Neste trabalho, a oxidação pode ter limitado a formação de calos, mas não impediu que 

explantes, mesmo oxidados, induzissem a diferenciação de calos embriogênicos, tendo as 

respostas de indução de calos sido, em sua maioria, dependentes de auxina. De acordo com 

Silva-Cardoso (2020), as respostas calogênicas em tecidos foliares de híbrido de palma de óleo 

em meio com auxina induz modificações no padrão de expressão gênica mediadas, 

provavelmente, por alterações nos níveis de metilação de DNA, as quais possivelmente 

incrementam a plasticidade celular, possibilitando a expressão de genes importantes para a 

proliferação celular seguida ou em paralelo a aquisição da totipotência. 

No Experimento 1, 86,6 % dos calos obtidos foram induzidos em meio Y3 e os demais 

em meio MS. Este resultado difere daqueles relatados por Constantin et al. (2015), em que a 

maioria dos calos (87%) induzidos a partir de explantes obtidos de folhas imaturas de palma de 

óleo foram obtidos em meio MS + 107,41 µM ácido naftaleno acético (ANA). Ademais, a 

capacidade de atividade das células meristemáticas de induzir calogênese foi reduzida na 

presença de 2,4-D no meio de cultura (Constantin et al. 2015). 

Guedes (2008), usando inflorescências imaturas femininas de palma de óleo em meio 

de cultura Y3 combinado a diferentes concentrações de 2,4-D (0; 225; 450 e 675 µM), verificou, 

após 90 dias de cultivo, que os melhores resultados na indução de estruturas com características 

embriogênicas (49%) foram obtidos em meio de cultura contendo 225 µM 2,4-D. Além disso, 

Guedes (2008) também demonstrou que concentrações de 2,4-D maiores que 225 µM 

influenciaram negativamente a indução de calos, possivelmente em função do efeito fitotóxico 

aos explantes. Assim, a maior taxa de indução de calos obtida por Guedes (2008) foi próxima 

a maior taxa obtida neste trabalho (53,3%), a qual foi observada para o meio de cultura Y3 em 

presença de 9 µM Picloram e 12 µM 2iP. 

Em cultivo in vitro de explantes obtidos de folhas e inflorescências imaturas de 

tamareira (Phoenix dactylifera) em meio de cultura com concentração de sais MS e 2,4-D (0.5 

e 10 mg L-1), por aproximadamente cinco meses (150 dias), Fki et al. (2003) concluíram que a 

capacidade das inflorescências em formar calos foi muito maior em relação às folhas. Ademais, 

a formação de calos a partir desses explantes demandou de qautro a oito meses de cultivo. 
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4.2 Experimento 2 - Indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos de 

pama de óleo, HIE BRS Manicoré 

No Experimento 2, a indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos foi 

baixa e ocorreu somente em dois híbridos (BRS 2501 e BRS 2528) e na presença de auxinas no 

meio de cultura. Alguns autores mencionam que as respostas a indução de calos com 

competências embriogênicas não depende somente das condições de cultivo, mas também do 

genótipo utilizado (Jiménez 2001; Rival e Parveez 2004; Thuzar et al. 2012; Constantin et al. 

2015). 

Para obter calos embriogênicos, Gomes et al. (2016) cultivaram embriões zigóticos por 

seis meses em meio MS com Picloram (108,6 mg L-1). Esse tempo foi menor que o tempo de 

execução deste trabalho (210 dias). Contudo, foi demonstrado aqui, através do teste de 

tetrazólio, que a baixa indução de calos embriogênicos observada pode estar relacionada à baixa 

viabilidade dos embriões zigóticos utilizados. Essa baixa viabilidade deve ter exercido algum 

efeito tanto no tempo necessário para induzir calogênese quanto na taxa de calos induzidos 

propriamente dito. 

Segundo Soh et al. (2011) e Constantin et al. (2015), as respostas à indução de calos 

embriogênicos geralmente são baixas (menor que 5%) em E. guineensis, independente da fonte 

de explante utilizada, e pode ocorrer respostas diferentes dentre genótipos, mesmo em 

condições semelhantes de cultivo. Tisserat et al. (1987), relata que a produção de calos em 

palmeiras é extremamente lenta. 

 

5 Conclusão 

Os resultados obtidos demonstraram que é possível usar seções de flores produzidas in 

vitro para induzir calos visando a embriogênese somática em híbrido interespecífico BRS 

Manicoré e para isto o melhor meio foi o composto de sais de Y3 suplementado com 9 µM 

Picloram e 12 µM 2iP. Contudo, a indução de calos embriogênicos a partir de embriões zigóticos 

depende do tipo de material vegetal, da composição do meio de cultura e da viabilidade do 

embrião zigótico. Nesse caso, a indução de calos no híbrido BRS 2501 foi maior em meio MS 

ou Y3 acrescido de 475 µM 2,4-D, e no híbrido BRS 2528 em meio MS acrescido de 475 µM 

Picloram. 
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