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APRESENTAÇÃO

O E-book “Ciências Biológicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é 
composto por 32 capítulos. Nesse volume, são abordados distintos tópicos nas 
áreas de biotecnologia, citologia, genética, saúde humana, educação, importância 
de condições ambientais que as espécies estão inseridas, bem como, potenciais 
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenário atual de 
mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é extremamente importante 
o uso adequado de técnicas em cada área. Interações entre espécies são difíceis 
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relação simbiótica 
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relação. Estudos que 
abordam essa temática são muito relevantes para compreensão da relação de 
dependência ou não que os organismos estabelecem para se manterem em um 
determinado ambiente.

O E-book também traz capítulos que abordam estratégicas didáticas para 
alunos da educação básica e da graduação. O ensino de ciências precisa ser cada 
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de 
aula, o uso de modelos confeccionados ou a própria produção de material manual 
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saúde humana se encontra em pauta trazendo o uso de células 
tronco para recuperação do tecido lesionado por queimadura, esse é um avanço 
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saúde 
humana é a manipulação de produtos altamente comercializáveis, como açaí na 
região amazônica, o qual sugere a pasteurização como tratamento térmico pelas 
indústrias produtoras.

As aplicações de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia, 
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia 
são extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas.  
Adicionalmente, análises citogenéticas, histoquímicas e toxicológicas fornecem 
informações que são relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capítulos desse livro com muita atenção, 
e desejamos que cada conteúdo abordado aqui seja útil na vida acadêmica. A 
linguagem acessível e no idioma português facilita o acesso tanto para grupos de 
pesquisas como para jovens pesquisadores da área científica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvão
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RESUMO: O dendezeiro possui grande 
importância econômica, devido à alta produção 

de óleo, que é aplicado em várias áreas da 
indústria alimentícia, cosmética, farmacêutica 
e de biocombustíveis. O objetivo deste estudo 
foi otimizar um protocolo de suspensão celular. 
Calos de dendezeiro híbrido IRHO cultivados e 
multiplicados in vitro foram utilizados para iniciar 
as suspensões celulares (ECS) a partir de 2 g 
de calos inoculados em erlenmeyer de 50 mL 
contento 10 mL dos meios de cultura MS e Y3 
suplementados com ácido cítrico (250 e 500 
mg.L-1). As ECS foram avaliadas em relação à 
oxidação e avaliadas histologicamente aos três 
meses de cultivo. Posteriormente as ECS finas 
foram avaliadas em relação ao seu potencial 
embriogênico com Carmim Acético (CA) e 
Azul de Evans (AE) aos três meses de cultivo, 
e também histologicamente aos cinco meses 
de cultivo. As ECS em meio de cultivo MS 
apresentaram oxidação mesmo na presença 
de ácido cítrico em ambas as concentrações. 
As ECS cultivadas em meio de cultura Y3 na 
presença do ácido cítrico não oxidaram, em 
ambas concentrações testadas. As análises 
histológicas das ECS grossas e finas no meio 
de cultivo Y3 na presença de ácido cítrico a 250 
mg.L-1 apresentaram células com características 
embriogênicas em maior quantidade, em 
comparação as células no meio de cultivo MS. 
Pelo teste com CA e AE, as ECS finas aos três 
meses de cultivo apresentaram 36% de células 
com potencial embriogênico coradas pelo CA. 
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Aos cinco meses de cultivo foi observado por meio de testes histológicos a presença 
de embriões somáticos com protoderme, meristema fundamental e procâmbio sem 
ocorrências de variações somaclonais.
PALAVRAS-CHAVE: Elaeis guineensis, Cultura de Tecidos e Órgãos Vegetais, 
Células embriogênicas.

HISTOLOGICAL ASPECTS OF DENDEZEIRO Elaeis guineensis Jacq. CELL 
SUSPENSIONS

ABSTRACT: Oil palm has economic value, due to high oil production, which is applied 
in various industry areas, such as food, cosmetics, pharmaceutical and biofuel. The aim 
of this study was to optimize oil palm cell suspension protocol. In vitro cultivated and 
multiplied IRHO hybrid oil palm calli were used to initiate cell suspensions (ECS). 2 g of 
callus were inoculated at 50 ml erlenmeyer containing 10 ml of MS and Y3 culture media 
supplemented with citric acid (250 and 500 mg.L-1). ECS oxidation and histology were 
evaluated after three months of cultivation. Subsequently, thin ECS were evaluated, 
with Acetic Carmine (CA) and Evans Blue (AE), after three months of cultivation to 
observe embryogenic potential, and after five months of cultivation histologically. 
ECS in MS culture medium showed oxidation even in presence of citric acid at both 
concentrations. ECS grown in culture medium Y3 + citric acid did not oxidize, at both 
concentrations tested. Histological analyzes of thick and thin ECS, in culture medium 
Y3 + citric acid at 250 mg.L-1 showed cells embryogenic characteristics compared with 
cells in culture medium MS. About CA and AE test, thin ECS, at three months of culture, 
showed 36% of cells stained by CA with embryogenic potential. Somatic embryos with 
protoderm, fundamental meristem and procambium, without somaclonal variations, 
was observed by histological tests after five months of cultivation.
KEYWORDS: Elaeis guineensis, Tissue and Plant Organ Culture, Embryogenic Cells.

1 |  INTRODUÇÃO

Na busca de patamares mais elevados de quantidade de óleo produzido por 
hectare, têm-se pesquisado espécies potenciais como, por exemplo, o dendezeiro, 
cujo rendimento pode atingir 6 t ha-1 de óleo. Essa produtividade corresponde dez 
vezes à produção de óleo da soja, fato que caracteriza o dendê como a espécie de 
maior produtividade de óleo vegetal do mundo. Ele ainda tem a vantagem de poder 
ser explorado por um período aproximado de 25 anos (MIRAGAYA, 2005; CAMILLO 
et al., 2009).

O Brasil se destaca nesse cenário do biodiesel devido às suas grandes 
dimensões territoriais, diversidade edáfica e climática que são propícias ao plantio 
de dendezeiro (SOARES et al., 2011). No entanto, a expansão de palmeiras, tem 
sido limitada pela disponibilidade de mudas. A propagação convencional é realizada 
principalmente por meio de sementes, que apresentam baixas taxas de germinação 
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e requerem um período substancial  de 1 a 3  anos, para produzir mudas (MARTINE 
et al. 2009, LUIS et al. 2010). Sendo assim, a propagação in vitro é uma alternativa 
eficiente para a propagação em larga escala de muitas espécies (KANCHANAPOOM 
e DOMYOAS 1999, STEINMACHER et al. 2007), incluindo o dendezeiro (DUVAL et 
al. 1988). 

A embriogênese somática é um método de propagação in vitro, que permite 
a produção de plantas a partir de células diplóides, sem fusão de gametas. Ou 
seja, através dessa técnica é possível produzir plantas geneticamente iguais, 
denominadas clones, sendo um dos métodos mais promissores para o cultivo de 
mudas de dendezeiro com alta qualidade (THOMAS & RAO 1985). A embriogênese 
somática pode ocorrer de duas maneiras: indiretamente, com uma fase intermediária 
caracterizada por formação de calos ou diretamente, sem formação anterior de calos 
(GUERRA et al. 1998). 

Na embriogênese somática indireta, ocorre a desdiferenciação dos tecidos 
para a formação de calos e posterior diferenciação para formação de embriões 
somáticos. Para a indução dessas respostas fisiológicas geralmente é necessária à 
adição de reguladores de crescimento.  O Picloram se destaca entre os reguladores 
de crescimento usados   para a indução de calos com potencial embriogênico no 
cultivo com palmeiras (STEINMACHER et al., 2007; MOURA et al., 2008; PÁDUA 
et al., 2013; MAZRI et al., 2018). A associação de auxinas com citocinas, também 
pode favorece a formação de calos, como observado em Paspalum vaginatum 
Flüggé (NEIBAUR & ALTPETER, 2008) e Elaeis guineensis Jacq (SILVA et al., 2009; 
BALZON, 2013).

A embriogênese somática também pode ser obtida por meio de suspensões 
celulares. Geralmente, estas suspensões celulares podem ser iniciadas pela 
inoculação de calos friáveis em meio líquido. As suspensões devem ser mantidas no 
escuro e sob agitação, a fim de evitar a formação de gases e gradientes nutricionais 
indesejáveis no meio de cultivo (LIMA, 2009). 

Algumas espécies, principalmente as plantas lenhosas, demandam a adição 
de antioxidantes no meio de cultivo, para impedir o escurecimento das culturas. Os 
principais antioxidantes utilizados no cultivo in vitro são o ácido ascórbico, ácido 
cítrico, carvão ativado, polivinilpirolidona (TORRES et al., 2018 ÂNGELO et al., 
2013; BALZON et al., 2013). Suspensões celulares de Bauhinia holophylla foram 
obtidas, com melhor padrão de crescimento, a partir da utilização de meios de cultivo 
suplementado com ácido cítrico (REZENDE, 2018).

O crescimento e a qualidade das suspensões celulares, pode ser observado 
por meio de diferentes metodologias. Qualitativamente é possível identificar por meio 
de análises histológicas, células com potencial embriogênico (FILLIPI et al. 2001; 
STEINER et al. 2005; MOURA et al. 2008). As células embriogênicas são pequenas 
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e morfologicamente costituídas de núcleo volumoso, conteúdo citoplasmático denso 
e parede celular delgada, devido à alta atividade metabólica, as não embriogênicas 
apresentam célula alongadas e possuem núcleos pequenose citoplasma menos 
denso em função do maior grau de vacuolização (APPEZZATO-DA-GLÓRIA et 
al. 2005). A seleçao das suspensoes celulares com caracteristicas embriogênicas 
aumenta significativamente a eficiência do processo de propagação in vitro, reduzindo 
o tempo necessário e os custos de produção. Outro teste é a dupla coloração com 
Carmim-Acético e Azul-de-Evans, esses corantes inferem o potencial embriogênico 
da suspensão. Células com características embriogênicas são reativas ao Carmim-
Acético e geralmente se dispõem em aglomerados, enquanto que as células 
permeáveis ao Azul-de-Evans são alongadas e altamente vacuoladas (STEINER, 
2005).

Além disso, durante o cultivo de tecidos vegetais in vitro, existe o risco de 
ocorrerem variações somaclonais nas células, embriões somáticos ou nas plantas 
regeneradas. Sendo esse risco maior quando as plantas são adventícias, ou 
seja, originam-se por meio de calos, de suspensão celular, de protoplastos e de 
embriogênese somática. Por meio de análises histológicas, além de observar as 
características embriogênicas e não embriogênicas da cultura pode-se também 
acompanhar o padrão de desenvolvimento dos embriões somáticos e avaliar a 
possibilidade de variações somaclonais.

Assim, a cultura de células ou suspensão celular é uma técnica que permite a 
indução, multiplicação e manutenção de células em meio líquido, as quais apresentam 
taxas de divisão muito mais elevadas comparadas as cultivadas em meio sólido 
(GUERRA et al., 1999; MATSUMOTO, 2006; GEORGE et al., 2008). 

O objetivo deste estudo foi otimizar o estabelecimento de suspensões celulares 
in vitro de dendezeiro e avaliar o seu potencial embriogênico.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Material vegetal e desinfecção

Para a realização deste estudo, foram utilizadas inflorescências de E.  
guineensis Jacq. híbrido IRHO da empresa DENPASA do estado do Pará, Brasil. As 
inflorescências foram lavadas em água corrente e a primeira bráctea foi removida. 
Em seguida, levadas para câmara de fluxo laminar, imersas em hipoclorito de sódio 
(1,25%) adicionado de 5 gotas de Tween por litro e mantidas em agitador magnético, 
sob agitação constante por 20 minutos. Posteriormente, as inflorescências foram 
lavadas três vezes em água destilada autoclavada e a segunda bráctea foi removida 
para expor as inflorescências.
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2.2 Indução e multiplicação de calos

Para indução de calos, explantes de 0,5 cm das inflorescências foram isolados 
e inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura MS (MURASHIGE e 
SKOOG 1962), adicionado da auxina picloram, na concentração de 10,0 mg L-¹ e 
suplementado com carvão ativado a 0,1%. Após a inoculação, os explantes foram 
mantidos em uma sala de crescimento, no escuro e a temperatura de 27 ± 2 °C. 
Dez explantes foram inoculados por placa de Petri, e foram utilizadas 10 placas por 
tratamento, totalizando 10 parcelas com 10 repetições.

Na multiplicação dos calos embriogênicos, foi utilizado o meio de cultura 
denominado MM, consistido de meio de cultura MS com metade dos sais, 
suplementado de 5 µM de 2,4-D; 4,92 µM de IBA; 9,84 µM de 2-iP; 30 g/L-1 de 
sacarose. Os explantes foram transferidos para novo meio de cultura a cada 30 dias. 
Durante o experimento, que totalizou 3 meses, os calos foram mantidos em uma sala 
de crescimento, no escuro, a uma temperatura de 27 ± 2° C. 

2.3 Suspensão celular

Para a obtenção das suspensões celulares, os calos foram inoculados em 
erlenmeyer de 50 mL, contendo 10 mL de meio de cultura líquido e 2 g de calos. 
Os meios de cultura avaliados foram, meio de cultura A constituídos pelo meio 
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com metade da concentração dos sais e 
suplementado de 5 µM de 2,4-D; 4,92 µM de IBA; 9,84 µM de 2-iP, utilizado como 
controle, Meio B – meio de cultura A acrescido de 250 mg.L-1 de ácido cítrico; Meio 
C - meio de cultura A suplementado com 500 mg.L-1 de ácido cítrico; Meio de cultura 
D – meio de cultivo Y3 (EEUWENS, 1978) suplementado com 1 mg.L-1 de picloram, 
Meio E – meio de cultura D suplementado com 250 mg.L-1 de ácido cítrico; Meio F 
- meio de cultura D suplementado com 500 mg.L-1 de ácido cítrico. Todos os meios 
de cultivo foram adicionados de 30g. L-¹ de sacarose e o pH foi ajustados para 5,7 ± 
0,1 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. As suspensões celulares foram 
mantidas em shaker a 100 rpm, no escuro, e o meio de cultivo foi renovado em dois 
terços do volume a cada 15 dias.  Após 15 dias de cultivo as suspensões celulares 
foram avaliadas quanto à oxidação. 

2.3.1 Análises Citológicas das Suspensões celulares 

As suspensões celulares classificadas como grossas e finas, cultivadas durante 
três meses em meio de cultura B e E, foram selecionadas para analises citológicas.

Amostras das suspensões celulares foram fixadas em FAA (formol, ácido 
acético e etanol), durante 72 horas, e conservadas em etanol 70%. Para o preparo 
das lâminas, as amostras foram desidratadas em série etílica, infiltradas em álcool 
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+ resina (50%) overnight, em seguida em resina pura durante 48 horas, e depois 
emblocadas em resina Leica, de acordo com o protocolo do fabricante. Os blocos de 
resina foram seccionados, com espessura de 5 μm, em micrótomo rotativo, coradas 
com Azul de toluidina 0,05%, montadas em lâmina e visualizadas nos aumentos de 
100x e 200x em microscópio fotônico Zeizz Scope.A1 acoplado com câmera.

2.3.2 Cultivo de suspensões celulares finas

As suspensões celulares finas, obtidas quando peneirou a primeira suspensão 
celular iniciada pelos calos, foram cultivadas em meio de cultura MS líquido (sem 
adição de agar), durante 5 meses, com metade da concentração de sais e adicionado 
de 5 µM de 2,4-D; 4,92 µM de IBA; 9,84 µM de 2-iP suplementado com 250 mg.L-¹ de 
ácido cítrico e analisadas por testes citológicos (item 2.3.1).O potencial embriogênico 
foi analisado através do teste de dupla coloração Carmim acético e Azul de Evans.

2.3.2.1 Análise do potencial embriogênico
As características pró-embriogênicas das suspensões celulares finas foram 

analisadas pelo teste de dupla coloração com Carmim acético e Azul de Evans. 
Para avaliação foi coletado em tubos Eppendorf, 1mL de suspensão celular. Após 
a decantação, o sobrenadante foi retirado com uma pipeta e então adicionado 200 
µL do corante Carmim acético 2% onde permaneceu em reação por 1 minuto. Após 
esse período o material foi lavado com água destilada para a retirada do excesso do 
corante. Adicionou-se 100 µL de Azul-de-Evans 0,1%, o qual ficou em reação por 30 
segundos, com posterior lavagem utilizando água destilada para retirada do excesso 
do corante (VALENTE, 2007). Por fim foram adicionados em cada eppendorf 200µL 
de água glicerinada 50% das quais foram distribuídos 20µL/lâmina, sendo 5 lâminas 
para cada tratamento. 

As suspensões celulares foram visualizadas (Leica Microscópio DM LS® com 
a câmera Nikon® conectada) em aumento de 200X. As áreas coradas com Carmim 
acético (CA) e Azul de Evans (AE) foram medidas utilizando-se o software ImageTool 
e os 5 melhores campos de cada lâmina foram digitalizados. A calibração do software 
foi feita por meio de digitalização de uma lâmina micrometrada, utilizada no mesmo 
aumento das fotografias (PEREIRA et al., 2008).

Foram avaliadas as porcentagens das áreas coradas com CA e AE e a área 
total ocupada pelas células da suspensão celular, através de análise estatística. 
Os dados foram analisados   de forma completamente randomizado (CRD), com 25 
repetições. Os resultados foram comparados utilizando-se teste de Scott-Knott a 5% 
do valor nominal em nível de significância(Software Sisvar 5.0,FERREIRA, 2008) 
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2.2 Resultados e discussão 

As suspensões celulares foram obtidas a partir de calos embriogênicos induzidos 
nos meios de cultivo MS e Y3. No entanto, as ECS obtidas no meio de cultura B 
e C apresentaram, a partir do terceiro dia, após a inoculação, escurecimento e a 
oxidação das células, apesar da introdução do agente antioxidante ácido cítrico nas 
concentrações de 250 e 500 mg.L-1, ,. Por outro lado, os meios de cultura E e F; 
constituído dos sais do meio de cultura Y3 e ácido cítrico em ambas as concentrações, 
não apresentaram oxidação.

As suspensões celulares foram classifi cadas em grossa (Figura 1 A e C), obtidas 
a partir dos calos inoculados e suspensão celular fi na (Figura 1 B e D), resultantes 
das células que se soltaram da suspensão celular grossa e foram peneiradas em 
peneira de inox autoclavada (Figura 1 B e D). 

Figura 1 – Suspensão celular de Elaeis guinenesis híbrido IRHO em diferentes meios de 
cultura. A) Suspensão celular em meio de cultura A. B) Suspensão celular em meio de cultura 
B. C) Suspensão celular em meio de cultura C. D) Suspensão celular em meio de cultura D. E) 

Suspensão celular em meio de cultura E. F) Suspensão celular em meio de cultura F.

A oxidação das culturas pode ser reduzida com por diversas maneiras 
dependendo do explante e da espécie em estudo, como exemplo o pré-tratamento 
dos explantes, a adição de antioxidantes ao meio de cultura, a incubação inicial 
dos explantes no escuro e a redução da concentração de sais ao meio de cultura 
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; CALDAS, HARIDASAN e FERREIRA 1998, 
AKHTAR et al., 2016). 

Neste trabalho, verifi cou-se que a introdução do antioxidante ácido cítrico, 
nas concentrações avaliadas, não foi efi caz no controle da oxidação das células 
cultivadas em meio de cultura A. Porém, a redução das concentrações de sais, que 
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constituem o meio de cultura B (Y3), suplementado com ácido cítrico em ambas 
as concentrações testadas, promoveu a ausência de oxidação nas suspensões 
celulares.

Kanchanapoom e Chourykaew (1998), para evitar a oxidação das culturas, 
subcultivaram semanalmente as suspensões celulares de dendezeiro e obtiveram 
uma suspensão celular após três meses de cultivo.

O escurecimento dos tecidos também tem sido atribuído à liberação de 
compostos fenólicos, durante a excisão dos explantes, inibindo o crescimento das 
células vegetais e levando à morte (JONES e SAXENA et al. 2013). O dendezeiro, 
assim como as plantas lenhosas, tende a oxidar ao redor da superfície excisada, fato 
que pode interferir na composição do meio de cultivo e na absorção de nutrientes 
(CORDEIRO et al., 2004; NIC-CAN et al., 2015). Por isso, se faz necessária 
muitas vezes a introdução de agentes antioxidantes, como exemplo o ácido cítrico 
(TORRES et al., 2018), carvão ativado (BALZON et al., 2013), ácido ascórbico e 
polivinilpirolidona (ÂNGELO et al., 2013) são os mais citados no cultivo in vitro de 
lenhosas (BALZON et al., 2013).

Outro fator que pode gerar a oxidação das culturas in vitro é a constituição do meio 
de cultivo utilizado. O meio de cultura Y3 é composto por pequenas concentrações 
de sais, em relação ao meio de cultivo MS, que apesar de ter sido utilizado com 
metade de seus nutrientes, contém maior concentração de sais, principalmente o 
macronutriente nitrogênio. 

O processo oxidativo em espécies lenhosas pode estar relacionado à 
concentração dos sais minerais do meio de cultura, especialmente o nitrogênio, a 
partir do nitrato de amônio (FORTES, 1992; CORDEIRO et al. 2004). O nitrogênio 
é incluído no meio nutritivo na forma de sais inorgânicos, porém a forma e a 
concentração requerida é variável entre as espécies, sendo necessário encontrar 
o balanço ideal de NH4+ / NO3- para um desenvolvimento satisfatório (CALDAS; 
HARIDASAN; FERREIRA, 1998).

Análises Citológicas das Suspensões celulares 
As suspensões celulares classificadas como grossas cultivadas em meio 

de cultura B, apresentaram regiões com células alongadas e na região interna 
aglomerados de células com formato arredondado, porém poucas células 
apresentavam núcleo evidente. Por outro lado, as suspensões celulares finas, no 
mesmo meio de cultivo B, apresentaram aglomerados com células pequenas e 
isodiamétricas, características embriogênicas; e ao redor células mais alongadas e 
sem núcleo evidente, caracterizando células inviáveis.

No entanto, ambas as suspensões celulares, grossas e finas, cultivadas em 
meio de cultura E, apresentaram características embriogênicas, como aglomerados 
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de células arredondadas, com núcleo proeminente, intensa divisão celular e poucas 
regiões formadas por de células com aspecto inviável.

Figura 2 – Fotomicrografi as das células de suspensões celulares de dendezeiro (Elaeis 
guineensis Jacq.) coradas com azul de toluidina a 0,12%. A) Suspensão celular grossa em Meio 

de cultivo B. Células alongadas sem núcleo evidente (setas). B) Suspensão celular fi na em 
meio de cultura B. Células dispostas em aglomerados. C) Suspensão celular grossa em meio 
de cultura E. Células justapostas, isodiamétricas com núcleo proeminente e intensa divisão 

celular. D) Suspensão celular fi na em meio de cultivo F. Células dispostas em aglomerados com 
núcleo proeminente.

Torres et al. (2013), observaram células com potencial embriogênico de cafeeiro, 
cultivadas em suspensão até os 20 dias sem a renovação do meio de cultura. A 
suspensão celular apresentava pequenas células isodiamétricas com divisão celular 
aparente, núcleos grandes (TORRES et al., 2013). No presente estudo as suspensões 
célularem mantiveram seu potencial embriogênico, variando a quantidade de células 
embriogênicas, durante a renovação do meio de cultura a cada 15 dias. 

Análise do potencial embriogênico
As suspensões podem apresentar ou não características embriogênicas, e 

alguns testes colométricos podem ser utilizados para a determinação da viabilidade 
celular. Os corantes Carmim-Acético e Azul-de-Evans refl etem a integridade 
das estruturas celulares como o núcleo e membrana plasmática (VAZHANGAT e 
THOPPIL, 2016).

As suspensões celulares fi nas cultivadas em meio de cultura E, durante cinco 
meses, foram analisadas quanto ao potencial embriogênico, utilizando-se o teste de 
dupla coloração com os corantes Carmim acético e Azul de Evans. Foram identifi cados 
aglomerados celulares com forte afi nidade pelo corante Carmim Acético, coradas de 
vermelho e circundado por células coradas com Azul de Evans. As células coradas 
com Carmim Acético são pequenas e isodiamétricas e justapostas, em contraste 
com as células coradas com Azul de Evans, que são alongadas e dispersas. Nas 
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suspensões celulares analisadas, apresentaram 64% de área corada com Azul de 
Evans e 34% com Carmim acético.

Figura 3 – Fotomicroscopia do teste de dupla coloração com Carmim acético e Azul de 
Evans das suspensões celulares fi nas em meio de cultura E. Células alongadas com espaço 
intercelular e sem núcleo evidente, coradas com Azul de Evans (setas) e células justapostas, 

pequenas e isodiamétricas coradas com Carmim Acético (CPE= células com potencial 
embriogênico). 

Segundo Munhoz et al. (2008), a reação positiva ao corante Carmim Acético 
demonstra integridade cromossômica. Nosso dados corroboram os achados de 
Steiner et al. (2005), que enfatizam a afi nidade do corante Carmim acético para 
pequenas células isodiamétricas e o Azul de Evans afi nidade por células alongadas 
em calos da Araucaria angustifólia. O Azul de Evans penetra nas rupturas da 
membrana plasmática das células, indicando a morte celular (BHARGAVA et al., 
2007). A viabilidade celular e a permeabilização da membrana obviamente mudaram 
quando as  células foram transferidas para o meio líquido. A transferência provoca 
rápido aumento nos níveis de atividade da polifenol oxidase e na produção de 
polifenóis (YALI et al., 2015). 

 Gatica-arias et al. (2008) avaliaram a viabilidade embriogênica das suspensões 
celulares de cafeeiro usando o corante Azul de Evans, observaram que as células 
não viáveis se coram intensamente de azul, enquanto células viáveis não reagiram 
e apresentaram forma isodiamétrica, citoplasma denso e núcleo com nucléolos 
proeminente. A quantidade de Azul de Evans que entra e se liga à célula refl ete o 
grau de perda de integridade da membrana celular (XU et al. 2014).

Análises citológicas das suspensões celulares fi nas
As suspensões celulares fi nas em meio de cultura E, após cinco meses de 

cultivo, apresentaram organização tecidual, sugerindo o desenvolvimento de 
embriões somáticos. Os aglomerados celulares passaram a apresentar os tecidos 
meristemáticos primários protoderme, meristema fundamental e procâmbio. Nesta 
fase de desenvolvimento não foram identifi cadas variações estruturais, que podem 
ser indicadoras de variações somaclonais no cultivo de dendezeiro (Figura 4). 
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Figura 4 – Fotomicrografi a de embriões somáticos obtidos de suspensões celulares fi nas. A) 
Embriões em estádio globular para torpedo. Início de formação de possíveis traqueídes..B) 

Embriões em estádio torpedo. 1 e 2 –meristema fundamental e 3 – Procâmbio.

Monteiro et al. (2011) estudaram suspensões celulares de bananeira e 
observaram o efeito do tamanho dos propágulos, diferenciados em meio de cultura de 
consistência líquida. Esses autores observaram que propágulos celulares superiores 
a 5 mm de diâmetro permitiram maior regeneração e diferenciação de embriões 
somáticos. Diferente deste trabalho, pois as suspensões grossas não desenvolveram 
embriões somáticos. Esses resultados corroboram com os encontrados por Monteiro 
(2013) em estudos com suspensões celulares de dendezeiro, mostrando que o 
padrão dos propágulos é dependente da espécie.

Dados de estudos com outra palmeira Phoenix dactylifera, mostraram que os 
embriões formados possuem células pequenas com características meristemáticas 
e núcleos densos (ASLAM et al., 2011).

Balzon et al. (2013) observaram em Elaeis guineensis, que as células 
embriogênicas que se proliferaram possuem características isodiamétricas, 
pequenas, com citoplasma denso e núcleo volumoso. A partir dessas células, foi 
possível observar a formação de proembriões.

Células fortemente coradas mostradas na fi gura 4ª por setas, indicam a 
ocorrência de possíveis elementos traqueias, também observados em estudos 
com dendezeiro por Monteiro (2013), onde observaram em cultura de células em 
suspensão a diferenciação de agregados celulares, com a presença de elementos 
traqueais identifi cados por paredes celulares espessadas. Provavelmente, devido a 
isso a maior afi nidade pelo corante, como também observado neste estudo. Segundo 
Monteiro (2013) a ocorrência de elementos traqueais entre as estruturas globulares, 
confi rma a sua origem procambial.

Resultados semelhantes foram relatados por Ângelo et al. (2013) que observaram 
a formação de procâmbio, meristema fundamental e protoderme; em embriões de 
dendezeiro. Monteiro (2013) observou essa diferenciação, das suspensões celulares 
em embriões somáticos, após 30 dias. Neste estudo foi possível observar a presença 
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de embriões somáticos, após cinco meses de cultivo. Este fato pode estar relacionado 
com alterações nas concentrações dos reguladores de crescimento usados no meio 
de cultivo. 

Fki et al. (2003), observaram que o desenvolvimento de grande número de 
embriões somáticos em células em suspensão de tamareira (Phoenix dactylifera L. 
cv. Deglet Nour) ocorreu em meio de cultura com composição diferente do meio de 
cultivo utilizado para de indução das suspensões celulares. 

No presente estudo as regiões meristemáticas, formadas por células com 
núcleos grandes em relação ao citoplasma, intensa atividade metabólica e divisão 
celular corroboram com as características observadas por Moura et al. (2008) e Silva 
et al. (2012), em trabalhos realizados com as palmeiras Acrocomia aculeata e Elaeis 
guineensis, respectivamente.

Verdeil et al. (2001) e Sané et al. (2006), estudando a aquisição da competência 
embriogênica em Cocos nucifera e Phoenix dactylifera, respectivamente, observaram 
o isolamento dos pró-embriões pelo espessamento da parede celular exterior.

Em dendezeiro, Balzon et al. (2013) e Silva et al. (2012), também observaram 
na fase de indução da embriogênese somática, regiões meristemáticas, com 
intensas divisões celulares, que posteriormente evoluíram para agrupamentos de 
células com pró-embriões, em fase semelhante ao estágio globular. Através dos 
cortes histológicos, também foram observadas células parenquimáticas grandes e 
vacuoladas, com espaços intercelulares reduzidos e parede celular mais espessa do 
que nas demais células dos agregados.

Al-Khayri (2012) observaram em Phoenix dactylifera L. aumento na produção 
de embriões somáticos pela técnica de suspensão celular.

3 |  CONCLUSÃO

As suspensões celulares de dendezeiro foram obtidas com maior sucesso em 
meio de cultura Y3 suplementado com 250 mg.L-¹ de ácido cítrico, sem oxidação das 
células e meio de cultivo.

Por das análises histológicas pode-se confirmar que o meio de cultivo Y3 
suplementado com 250 mg.L-¹ de ácido cítrico mais indicado, utilizando suspensões 
celulares finas, pois as células apresentaram em maior quantidade com características 
embriogênicas.

O teste de dupla coloração com CA e AE apresentou células com alto potencial 
embriogênico.

As suspensões celulares finas, com 5 meses de cultivo, contém embriões 
somáticos com padrão de desenvolvimento normal.
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