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RESUMO 

 
Araucaria angustifolia é uma espécie nativa que devido a sua importância 
econômica foi intensamente explorada e atualmente, encontra-se ameaçada de 
extinção. Como alternativa para a conservação, o aprimoramento de técnicas 
biotecnológicas, como a embriogênese somática, se torna relevante e pode 
contribuir tanto para a conservação da espécie, como para servir de modelo em 
estudos básicos. Estudos mostram a importância de compostos como 
poliaminas (PAs), carboidratos e óxido nítrico (NO), os quais estão associados 
a etapas cruciais durante o crescimento e desenvolvimento, atuando na 
transição entre a multiplicação e a diferenciação de embriões somáticos na 
maturação. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da inibição 
do ciclo celular em culturas celulares de A. angustifolia através de alterações 
na morfologia, no crescimento e no metabolismo endógeno de NO, PAs e 
carboidratos. O inibidor SP600125, que atua sobre o ciclo celular, foi utilizado 
nas concentrações de 0, 1 e 10 µM em duas diferentes linhagens celulares 
mantidas em suspensão. Foi observada inibição dose-dependente da divisão 
celular, reduzindo o crescimento e a multiplicação das culturas celulares de 
ambas linhagens estudadas, MSG (embriogênica) e BM (não embriogênica) na 
maior concentração (10 µM) utilizada. A inibição neste tratamento afetou o 
metabolismo de carboidratos, PAs e NO, reduzindo o conteúdo destes 
compostos nas duas linhagens utilizadas comparando-se com os tratamentos 
controle e 1 µM do inibidor. As duas linhagens celulares apresentaram 
diferenças entre si tanto na morfologia, quanto no perfil dos metabólitos 
analisados. A linhagem não embriogênica (BM) apresentou teores de frutose, 
glicose e NO inferiores aos encontrados na linhagem embriogênica (MSG). Por 
outro lado, o conteúdo de PAs livres endógenas putrescina (Put), espermedina 
(Spd) e espermina (Spm) e a razão [Put/(Spd+Spm)] observados na linhagem 
não embriogênica (BM), foi superior aos da linhagem embriogênica (MSG). 
Estes estudos forneceram resultados inéditos e importantes sobre o 
metabolismo destes compostos durante o controle do ciclo celular em culturas 
celulares com diferentes potenciais para a embriogênese somática, os quais 
poderão ser utilizados para melhor entender as fases de multiplicação e 
maturação das culturas embriogênicas em A. angustifolia e outras espécies de 
interesse.  
 
Palavras-Chave: Embriogênese somática, Ciclo celular, Carboidratos, 
Poliaminas, Óxido Nítrico, SP600125.  

 

 
 

 

 

 

 



 

 
 

 

ABSTRACT 

 
 Araucaria angustifolia is a native species that due to its economic 
importance was heavily exploited and currently, is threatened with extinction. As 
an alternative to the conservation, improvement of biotechnological techniques 
such as somatic embryogenesis, becomes relevant and can contribute to both 
the conservation of the species, to serve as a model for basic studies. Studies 
show the importance of compounds such as polyamines (PAs), carbohydrates, 
and nitric oxide (NO), which were associated in critical stages during 
development and growth, acting in the transition from the multiplication and 
differentiation of somatic embryo maturation. This study aimed to evaluate the 
effect of inhibition of the cell cycle in cell cultures of A. angustifolia by changes 
in morphology, growth and metabolism of endogenous NO, PAs and 
carbohydrates. The inhibitor SP600125, which acts on the cell cycle was used 
at concentrations of 0, 1 and 10 mM in two different cell lines maintained in 
suspension. We observed dose-dependent inhibition of cell division, reducing 
the growth and multiplication of both cell lines studied, MSG (embryogenic) and 
BM (not embryonic) at the highest concentration (10 mM) used. Inhibition this 
treatment affected the metabolism of carbohydrates, PAs and NO, reducing the 
content of these compounds in the two cell lines used compared with the control 
treatment and 1 mM inhibitor. The two cell lines differ from each other both in 
morphology and in the profile of metabolites analyzed. The lineage non 
embryogenic (BM) showed levels of fructose, glucose and NO lower than those 
found in embryonic lineage (MSG). On the other hand, the content of free 
endogenous PAs putrescine (Put), spermedine (Spd) and sperminae (Spm) and 
the ratio [Put / (Spd + Spm)] observed in non embryogenic line (WB) was 
superior to that of embryonic lineage (MSG). These studies have provided 
important new results and on the metabolism of these compounds during the 
cell cycle control in cell cultures with different potential for somatic 
embryogenesis, which can be used to better understand the steps of 
multiplication and maturation of embryogenic cultures in A. angustifolia and 
other species of interest. 
 

 

Keywords: Somatic embryogenesis, cell cycle, carbohydrates, polyamines, 
nitric oxide, SP600125. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma conífera nativa da Mata 

Atlântica com importância econômica pela alta qualidade da madeira. Em 

decorrência da exploração indiscriminada sem o reflorestamento das áreas 

afetadas, ocorreu um esgotamento das reservas naturais restando atualmente, 

apenas 1-2% do original (Guerra et al., 2002). Esta condição resultou na 

inclusão desta espécie na lista oficial de espécies ameaçadas de extinção da 

IUCN (União Internacional para Conservação da Natureza e Recursos 

Naturais), na categoria de espécie criticamente em perigo (IUCN, 2012).  

O estabelecimento de estratégias de conservação das espécies 

florestais nativas, como A. angustifolia , exige informações sobre a biologia 

reprodutiva e a ecologia, bem como, estudos básicos sobre sistemas de cultura 

de embriões zigóticos, embriogênese somática e micropropagação, 

complementadas com a caracterização molecular. Tais estudos podem 

fornecer as bases para a integração com as abordagens convencionais, 

possibilitando a conservação de germoplasma de espécies nativas a curto, 

médio e longo prazo. 

Neste contexto, a aplicação de técnicas biotecnológicas pode ser uma 

alternativa para a manutenção de espécies nativas. A embriogênese somática é 

uma técnica biotecnológica que possibilita criar um modelo de referência para 

estudos básicos em fisiologia, bioquímica e biologia celular e molecular. Esta 

técnica permite também alcançar a propagação clonal, possibilitando que 

espécies sejam conservadas (Guerra et al., 2000). Esta estratégia possui o 

potencial de ser utilizada na produção de mudas, em programas de 

reflorestamento e restauração de áreas degradadas, além disso pode ser 

utilizada em programas de melhoramento genético, pela facilidade de aplicação 

de técnicas de transformação genética.  

A modulação do desenvolvimento da embriogênese somática envolve 

vários fatores, como reguladores de crescimento (por exemplo as poliaminas - 

PAs) e carboidratos, que apresentam efeitos diretos na sinalização celular, 

atuando nos processos fisiológicos e bioquímicos nas várias etapas da 

embriogênese. O balanço destes compostos controla o crescimento, a 

diferenciação e o desenvolvimento dos embriões somáticos. Neste sentido, 
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recentes estudos tem demonstrado o efeito das PAs (Silveira et al., 2006) e 

glutationa (Vieira et al., 2012) no crescimento, morfologia e metabolismo de 

óxido nítrico (NO) em culturas celulares de A. angustifolia . Foi sugerido que 

estes compostos desempenham um papel fundamental no processo de 

embriogênese, orientando fases sequenciais deste processo morfogenético. O 

perfeito funcionamento do ciclo celular é crucial para a formação do embrião 

somático, e níveis adequados de PAs, carboidratos e NO são requeridos para 

sua formação (Carrier et al., 1999; Ötvos et al., 2005; Steiner et al., 2008; Osti 

et al., 2010). 

Estudos tem mostrado que a adição de agentes promotores de 

maturação, como ácido abscísico (ABA), maltose e polietileno glicol (PEG), 

promovem uma redução no crescimento celular e direcionam a diferenciação 

dos embriões somáticos, induzindo a transição do embrião somático da fase de 

proliferação celular para a maturação (Stasolla et al., 2002; 2003; Langhansova 

et al., 2004; Rai et al., 2011). Esta transição está associada não somente com 

a alteração no perfil de crescimento e divisão celular, mas também com a 

indução da síntese de proteínas de reserva e LEA “Late Embryogenesis 

Abundant”, bem como carboidratos de reserva na maturação (Rai et al., 2011). 

Neste contexto, acredita-se que a inibição da divisão celular pode modular os 

níveis endógenos de carboidratos e hormônios, como as PAs.  

Destaca-se a importância de estudar como a transição da fase de 

proliferação para a maturação, pela inibição da divisão celular, afeta o 

desenvolvimento da embriogênese somática em A. angustifolia , em especial a 

sua influência no crescimento, morfologia e no metabolismo endógeno de NO, 

PAs e carboidratos. Desta forma será possível contribuir para a elucidação do 

papel destes compostos na embriogênese somática e como eles variam ao 

longo de ciclo de crescimento desta espécie  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A Espécie 

  A. angustifolia constitui o dossel superior da Floresta Ombrófila Mista e 

apresenta um caráter dominante na vegetação (Longhi, 1980; Leite e Klein, 

1990). O gênero Araucaria só ocorre no hemisfério Sul, com duas das 14 

espécies na América Sul (Whitmore, 1975), a A. araucana (Molina) K. Koch 

localizada em zonas restritas do Chile e Argentina, e a A. angustifolia com uma 

área de dispersão maior no Brasil e restrita na Argentina (Ntima, 1968), sendo 

esta última de maior importância no mercado mundial (Nutto, 2001). Segundo 

Carvalho (1994), sua área de distribuição ocupava originalmente uma 

superfície de cerca de 200.000 km2, ocorrendo nos estados do Paraná (40% 

da superfície), Santa Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%) e em 

manchas esparsas no sul de São Paulo (3%), até o sul de Minas Gerais e Rio 

de Janeiro (1%). 

  Araucária é caracterizada por árvores altas, com 20 a 50 m de altura, 1 

a 2 m de diâmetro, tronco cilíndrico, reto, raramente ramificado, casca grossa 

(15 cm) e resinosa. É uma planta dióica, sendo assim, apresenta os gêneros 

masculino e feminino em indivíduos separados. As flores masculinas formam 

um “charuto” e liberam o pólen ao vento que o transporta aos milhões até as 

flores femininas situadas em outras árvores (Basso, 2010). As flores femininas 

têm formato de “cone” arredondado denominado pinha, protegidas por cerca 

de mil brácteas escamiformes inseridas num eixo central. Na base das 

brácteas férteis apenas um óvulo se forma e essas vão envolvendo o pinhão 

que se desenvolve. As pinhas possuem em média 10 a 150 pinhões, semente 

cujo centro encontra-se o embrião com cotilédones retos (Basso, 2010). 

 As características de A. angustifolia não são propícias para a espécie se 

disseminar ou ampliar seus habitats. As sementes são grandes e 

consequentemente, não são facilmente espalhadas. Servem a uma cadeia 

alimentar grande de animais mamíferos e a gralha azul é a principal dispersora 

das sementes (Nutto, 2001). 

 A idade das árvores é um importante fator que define o período e a 

intensidade do florescimento e da frutificação. De acordo com Carvalho (1994), 
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a produção de sementes em árvores isoladas de araucária começa entre os 10 

e 15 anos de idade, já nos plantios, a reprodução se inicia aos 20 anos de 

idade, destacando grandes diferenças de espessura e altura de acordo com o 

habitat.  

 A madeira de árvores adultas possui boas características físicas e 

mecânicas, indicada para fabricação de móveis e para os outros tipos de 

utilização de madeira. Além disso, sua aplicação estende-se ao importante 

campo da fabricação de papel (Guerra et al., 2000; Basso, 2010). Por possuir 

um alto valor econômico, madeireiro, resinífero e alimentar, tem havido uma 

progressiva extração das populações naturais ao longo dos anos, e a espécie 

foi incluída na “Lista de espécies que necessitam atenção” elaborada pela 

“Food and Agriculture Organization” (FAO, 1986) e na “Lista oficial de espécies 

da flora brasileira ameaçadas de extinção”, como uma espécie vulnerável 

(Brasil, 1992). De acordo com a “Red List” 2012 organizada pela IUCN 

“International Union for Conservation of Nature”, ela se encontra criticamente 

em perigo na listagem de espécies ameaçadas de extinção (IUCN, 2012). 

 Outro fator que vem contribuindo para a vulnerabilidade da espécie é o 

fato das sementes terem curta longevidade natural, com perda total de 

viabilidade em até um ano após a coleta (Aquila e Ferreira, 1984). Atualmente, 

a espécie é encontrada em áreas reduzidas, tanto em sua formação primária 

como em florestas secundárias, provenientes da regeneração natural. 

Estimativas apontam nos três Estados do Sul a existência de 1 a 2% das áreas 

originais cobertas pela floresta com araucária (Koch e Corrêa, 2002). Devido à 

ameaça de extinção, o volume de exportação de araucária foi contingenciado 

(Brasil, 1996).  

2.2 Embriogênese Zigótica 

 A fase mais crítica no ciclo reprodutivo da araucária é a fase de 

produção de sementes, incluindo a fase da polinização, que se inicia em 

setembro, estendendo-se até dezembro. A polinização é predominantemente 

anemocórica (pelo vento) e ocorre entre os meses de setembro e outubro 

enquanto a maturação pode ser de até quatro anos após a fecundação 

(Solórzano-Filho, 2001). A época do amadurecimento acontece, em geral, 

durante os meses de abril a junho (Reitz et al., 1988). Conforme Carvalho 
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(1994), após iniciar a sua produção de sementes, a espécie A. angustifolia 

produz em média 40 pinhas por ano, cujo ciclo pode atingir mais de 200 anos. 

 Estudos relatam ser de aproximadamente 4 anos o tempo de formação 

de uma pinha desde a diferenciação celular. O desenvolvimento do cone 

feminino inicia-se na primavera, entre os meses de agosto a outubro, estando 

prontos para a polinização no mês de setembro do ano seguinte. A fertilização 

ocorre somente a partir do terceiro ano, entre outubro e dezembro e os cones 

iniciam a maturação no quarto ano (Guerra et al., 2000). 

 A embriogênese zigótica é uma etapa importante no processo de 

desenvolvimento, e nas coníferas pode ser dividida em duas fases: (1) fase 

pró-embrionária: esta fase vai desde a fertilização até o rompimento da 

arquegônia pelo pró-embrião e (2) fase embrionária: a partir do rompimento da 

arquegônia até a maturação do embrião (Haines e Prakash, 1980). 

 Na fase pró-embrionária (Figura 1), a embriogênese zigótica em A. 

angustifolia , assim como a de outras coníferas, é caracterizada pela presença 

de núcleos livres, quando ocorrem sucessivas divisões nucleares sem a 

biossíntese de parede celular (Cairney e Pullman, 2007), resultando na 

formação do pró-embrião primário (Fernandez, 2002). Sua polaridade ocorre 

pela organização destes núcleos, que constituem três tipos celulares bem 

definidos: as células do suspensor, da capa e do grupo embrionário (Figura 1) 

(Guerra et al., 2008).  

Em espécies de coníferas ocorre um fenômeno comum, denominado 

poliembrionia, que é definido pela presença de mais de um embrião nos 

estádios iniciais do desenvolvimento da semente, sendo eliminados por morte 

celular programada ao longo do desenvolvimento (Gifford e Foster, 1989), e 

por isso usualmente é chamado de poliembriogênese zigótica. 

Nos estádios iniciais de desenvolvimento do embrião, o suspensor 

representa a principal via de transporte de nutrientes para o pró-embrião 

(Astarita, 2000; Balbuena, 2009). Análises histológicas de embriões maduros 

mostram a presença de vacúolos armazenadores de proteínas, mitocôndrias 

diferenciadas e ativas no citoplasma embrionário, além da presença de grande 

quantidade de água livre, características de sementes recalcitrantes (Espindola 

et al., 1994; Panza et al., 2002). Dentre estas características, os embriões de 

A. angustifolia apresentam alterações estruturais e tornam-se inviáveis quando 
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o teor hídrico atinge valores inferiores a 70 % (Tompsett, 1984; Farrant et al., 

1989). 

 

 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do desenvolvimento do embrião zigótico de A. 
angustifolia . Fase pró-embrionária. (A,B) pE- camada embrionária primária, pU- 
camada superior primária, pC- capa primária, tpE- grupo embrionário verdadeiro; (C-
G) tE- grupo embrionário, S- suspensor primário, C- capa, n- células polinucleadas do 
megagametófito, (H) capa, (I) células embrionárias, (J) PEMs – Massa pró 
embriogénica. Fonte: Adaptado de Haines e Prakash (1980) e Fernandez (2002). 

 
 

2.3  Embriogênese Somática 

 Estudos visando o aprimoramento de técnicas de propagação são 

importantes para a manutenção da espécie e dos recursos naturais. Neste 

contexto, técnicas biotecnológicas, utilizando sistemas de embriogênese 
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somática, têm sido utilizadas visando diferentes objetivos, que vão desde a 

obtenção de um modelo de referência para estudos básicos em fisiologia, 

bioquímica e biologia celular e molecular, até a propagação clonal, incluindo a 

conservação em várias espécies (Park et al., 1998; Guerra et al., 2000).  

 A embriogênese somática permite a obtenção de uma grande 

quantidade de propágulos (embriões somáticos), um alto grau de 

automatização que reduz os custos por unidade produzida. Os embriões 

somáticos podem ser produzidos de forma sincronizada, com alto grau de 

uniformização e pureza genética. Além disso, a embriogênese somática pode 

ser utilizada como uma ferramenta integrada a programas de melhoramento 

genético florestal, em especial, quando associada à técnica de 

criopreservação. Estes fatores fazem com que esta técnica seja considerada 

mais vantajosa quando comparadas às demais técnicas de micropropagação 

(Merkle e Dean, 2000). Adicionalmente, no sistema de embriogênese 

somática, as mudas podem ser produzidas em qualquer período do ano e não 

apenas no período de produção das matrizes, como é realizado nos métodos 

convencionais. Genótipos selecionados e/ou melhorados poderiam ser 

recuperados pelo método da embriogênese somática produzindo em escala 

massal clones de interesse. Entretanto, a utilização destes embriões é limitada 

pelo baixo índice de conversão destes embriões em plântulas (Guerra et al., 

2000).  

 A embriogênese somática é um processo pelo qual células somáticas se 

diferenciam em embriões somáticos (Tautorus et al., 1991), passando por 

estádios de desenvolvimento morfologicamente semelhantes aos de embriões 

zigóticos, que são derivados da fusão de células gaméticas (Termignoni et al., 

2005). Neste sentido, denomina-se embrião somático aquele derivado de 

células somáticas adultas, já diferenciadas (Termignoni et al., 2005).  

 A indução da embriogênese somática depende da utilização do explante 

apropriado, meios de cultura e condições ambientais adequadas (George et 

al., 2008). O processo de embriogênese somática pode ser dividido em quatro 

fases: a) indução em meios de cultura contendo reguladores de crescimento 

como auxinas (mais frequente) e citocininas (menos frequente); b) 

multiplicação em meios contendo baixas concentrações de auxinas; c) 

maturação na ausência de reguladores de crescimento e/ou em presença de 
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ácido abscísico (ABA) e agentes osmóticos; e d) germinação em meios de 

cultura isentos de reguladores de crescimento, com conversão dos embriões 

somáticos em plantas (Tautorus et al., 1991; Guerra et al., 2000). 

Os primeiros estudos da embriogênese somática em A. angustifolia 

foram relatados por Astarita e Guerra (1998). As condições básicas para o 

estabelecimento, manutenção e multiplicação de culturas celulares, bem como 

alguns fatores associados ao metabolismo destas culturas foram estudados 

(Guerra et al., 2000; Silveira et al., 2002; 2006; Steiner et al., 2007; 2008; Osti 

et al., 2010; Vieira et al., 2012). 

 As condições básicas e os fatores que afetam a indução, manutenção e 

multiplicação de culturas celulares de A. angustifolia já foram estabelecidas em 

vários estudos (Dos Santos et al., 2002; Guerra et al., 2002; Silveira et al., 

2002; Steiner, 2005; 2007). Foi demonstrado que a indução da cultura 

embriogênica nesta espécie é dependente do estádio de desenvolvimento do 

explante e o genótipo da árvore-mãe, enquanto a composição do meio basal e 

a presença ou ausência de reguladores de crescimento não influenciou a 

freqüência de indução nem a simetria bipolar dos pró-embriões formados 

(Santos et al., 2002). A estratégia empregada no estabelecimento da 

embriogênese somática nesta espécie consiste em: um ciclo de 

indução/multiplicação de culturas celulares, originadas a partir do embrião 

zigótico imaturo pela utilização de auxinas e citocininas; e um ciclo de 

maturação, promovido por alterações no balanço de reguladores de 

crescimento e fontes de carbono adicionado ao meio de cultura (Figura 2). Os 

resultados destas etapas levam à formação de embriões somáticos (Steiner, 

2005; 2008; Guerra et al., 2008). Adicionalmente, sabe-se que as rotas 

morfogenéticas na multiplicação e maturação podem ser influenciadas pela 

adição de ABA, agentes osmóticos, carvão ativado, PAs, glutationa e NO aos 

meios de cultura (Astarita, 2000; Silveira et al., 2002; 2006; Steiner, 2005; 

2007; Osti et al., 2010; Vieira et al., 2012). Entretanto, os eventos tardios da 

embriogênese somática, como a conversão de células em embriões somáticos, 

nesta espécie, ainda não estão suficientemente elucidados, e a conversão de 

embriões somáticos em plantas completas ainda é uma etapa crucial neste 

processo.  



 

 
 

9 

 O emprego da embriogênese somática pode ter uma série de objetivos 

que vão desde a obtenção de um modelo de referência para estudos básicos 

em fisiologia e bioquímica, até o uso visando a propagação em larga escala e 

a transformação genética (Von Arnold et al. 2002). Como modelo para estudo 

de um processo morfogenético, a embriogênese somática é ideal para 

investigar o processo de diferenciação em plantas, bem como a expressão de 

mecanismos de totipotencialidade da célula vegetal (Andrade, 2010). Neste 

sentido, estudos com reguladores de crescimento vegetal, como PAs, ABA, e 

outros compostos sinalizadores, como NO e carboidratos, são fundamentais 

para entender o papel destes compostos no processo morfogenético durante a 

embriogênese somática, e sua atuação no ciclo de divisão celular durante 

estes eventos. 

 

 

 

Figura 2. Representação esquemática dos ciclos de multiplicação e maturação que 
compõem o processo de embriogênese somática em A. angustifolia . 2,4 D: 2,4 
diclorofenoxiacético; BAP: benzilaminopurina; Kin: cinetina; ABA: ácido abscísico; 
PEG: polietileno glicol. Fonte: Balbuena (2009). 
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2.4 Ciclo de divisão celular 

 A capacidade do controle preciso de quando as células se dividem, 

obviamente, tem impacto profundo sobre o desenvolvimento de todos os 

organismos. Nas plantas, em função do seu estilo de vida séssil, a regulação 

da divisão celular deve ser coordenada com o desenvolvimento, para que, 

desta forma as plantas possam responder a um ambiente variável (Inze e De 

Veylder, 2006). 

 O ciclo de divisão celular, conhecido como ciclo celular, é o mecanismo 

essencial para a manutenção da vida de todos os seres vivos. Embora a 

divisão celular vegetal compartilhe mecanismos básicos com todos os 

eucariotos, as células vegetais têm uma capacidade de desdiferenciação e 

pluripotência, um recurso que permite uma plasticidade maior ainda no seu 

desenvolvimento (Inze e De Veylder, 2006). A divisão celular compreende 

quatro fases sequenciais ordenadas temporalmente que resulta na formação 

de duas células filhas. Na primeira fase, denominada G1, a célula percebe 

sinais relevantes que iniciam os processos de divisão celular. Posteriormente, a 

célula passa para a fase S, ocorrendo entre outros eventos a replicação do 

DNA, e em seguida, entra na fase G2 que separa a fase S da fase M 

subsequente. As células em G2 são, portanto, diferentes das células G1 por 

possuir um conteúdo de DNA e volume celular duplicado. Durante a progressão 

do ciclo celular existem pontos de checagem que são fundamentais, pois 

permitem o funcionamento dos controles que garantem que a fase anterior 

tenha sido completada de forma precisa antes de iniciar a próxima fase 

(Vantard et al., 2000; Dewitte e Murray, 2003). Na maioria das células 

eucarióticas, o sistema controle do ciclo celular ativa a progressão do ciclo em 

três principais pontos de verificação. O primeiro ponto é o início (ou ponto de 

restrição) no final da fase G1, no qual a célula se compromete à entrada no 

ciclo celular e à duplicação dos cromossomos. O segundo é o ponto de 

verificação G2/M, quando o sistema de controle desencadeia os eventos 

mitóticos iniciais que levam ao alinhamento dos cromossomos no fuso 

metafásico. O terceiro é a transição entre metáfase e anáfase, quando o 

sistema de controle verifica a separação das cromátides-irmãs, levando 

conclusão da mitose e da citocinese (Alberts et al., 2010). 
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 Este sistema controle responde a vários sinais intracelulares e 

extracelulares e interrompe o ciclo quando a célula falha em completar um 

processo essencial do ciclo celular ou encontra condições ambientais ou 

intracelulares desfavoráveis (Alberts et al., 2010). As células eucarióticas 

desenvolveram uma complexa rede de proteínas reguladoras que governa sua 

progressão. O ciclo celular eucariótico é regulado em múltiplos pontos e a 

maioria deles, senão todos se estabelecem devido a ativação de uma classe 

especial de proteínas quinases. Estas proteínas são funcionais a partir da 

ligação com uma proteína reguladora conhecida como ciclina e são, portanto, 

chamadas quinases dependentes de ciclina (CDKs) (Dewitte e Murray, 2003). 

 Alterações nas atividades de vários complexos de ciclina-CDKs 

controlam vários eventos do ciclo celular. Os mecanismos que controlam as 

atividades dos complexos de ciclina-CDK incluem a fosforilação das 

subunidades das CDKs, a ligação de proteínas inibidoras de CDK (CKIs), a 

proteólise de ciclinas e mudanças na transcrição de genes que codificam 

reguladores das CDKs (Inze e De Veylder, 2006). Nas células vegetais, 

algumas proteínas reguladoras tais como ciclinas e inibidores de CDKs, são 

particularmente mais numerosos (Inze e De Veylder, 2006), e a atividade 

destas quinases em diferentes espécies podem ter diferenças de ativação entre 

as fases do ciclo celular (Dewitte e Murray, 2003). 

 Em leveduras, e em algumas algas, o corpo do fuso é uma organela 

cilíndrica de multi-componentes, contendo microtúbulos e proteínas associadas 

aos microtúbulos (MAPs), inseridas no envelope nuclear durante a divisão 

celular, e atuam como um centro organizador de microtúbulos (Jasperson e 

Winey, 2004). Este ponto de verificação, também conhecido como o ponto de 

verificação de montagem do fuso, impede avanço do ciclo celular da metáfase 

para anáfase, antes  da fixação de cada cromossomo aos microtúbulos do fuso 

(Lan e Cleveland, 2010). Alguns autores ressaltam que a segregação 

cromossômica precisa durante a meiose é essencial para a divisão celular 

normal, e a formação de um fuso bipolar é necessária tanto para células de 

animais quanto para células de plantas (Dawe, 1998; Compton, 2000; Chen et 

al., 2002). Adicionalmente, estudos posteriores demonstraram que os genes 

necessários para a meiose também desempenham um papel na formação do 

fuso mitótico (Marcus et al., 2003; Ambrose et al., 2005).  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.2009.03929.x/full#b100
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.2009.03929.x/full#b10
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.2009.03929.x/full#b6
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.2009.03929.x/full#b6
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.2009.03929.x/full#b21
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-313X.2009.03929.x/full#b2
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  Na ausência de um ponto de verificação mitótico funcional, as células 

podem sofrer aneuploidia e posteriormente morrem. Isso ocorre, por exemplo, 

quando a função de uma proteína chamada Mps1 (Fuso Monopolar) é perdida 

(Lan e Cleveland, 2010). A proteína Mps1 é uma quinase descrita em 

humanos, caracterizada como um regulador conservado evolutivamente em 

eucariotos (Liu e Winey, 2012). Ela consiste de uma região N-terminal não 

catalítica e um domínio C-terminal catalítico, o qual expõe homologia fraca com 

outras quinases humanas, porém é altamente conservada entre ortólogos 

eucarióticos (Fisk et al., 2004). Recentemente, De Oliveira et al. (2012) 

verificou em plantas uma proteína altamente semelhante a Mps1 humana. Os 

autores identificaram que características estruturais, como o sítio catalítico, 

observado na proteína Mps1 humana é claramente conservada na proteína 

Mps1 encontrada em Arabidopsis thaliana . 

 Neste sentido, a manipulação do funcionamento do ciclo celular pode ser 

uma importante ferramenta para estudos relacionados a diversos aspectos que 

ocorrem ao longo do desenvolvimento vegetal. Atualmente, diversos 

compostos, ou agentes químicos, atuam como inibidores do ciclo celular e são 

utilizados para sincronizar células vegetais em estudos associados à 

progressão do ciclo celular em plantas. Os agentes químicos atuam 

bloqueando o ciclo celular, agindo sobre vários aspectos, como a condução de 

forças motoras do ciclo celular (atividade de CDKs), enzimas envolvidas na 

síntese de DNA ou proteólise de reguladores do ciclo celular, ou ainda sobre a 

maquinaria do ciclo celular como o fuso mitótico. Estes inibidores podem ser 

usados para estudar a expressão de funções ciclo-reguladas das células 

(Planchais et al., 2000). A concentração ótima de um inibidor, a duração do 

tratamento e o tempo necessário para voltar a entrar no ciclo celular têm de ser 

estabelecido para cada espécie vegetal, pois a concentração ideal de cada 

substância pode variar de acordo com a espécie ou tipo celular, além disso, 

níveis elevados destes compostos podem ser tóxicos, causando danos 

irreversíveis para os sistemas utilizados (Biranova et al.,1998; Planchais et al., 

2000). 

 Vários são os agentes químicos utilizados para inibição do ciclo de 

divisão celular. Destaca-se a roscovitina, utilizada para bloquear o ciclo celular 

na fase G1 em suspensões celulares de A. thaliana e os compostos roscovitina 
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e bohemina, usados em célulasda ponta da raiz de Vicia faba, e mostraram 

perturbar a formação do fuso quando aplicados nas células em metáfase 

(Biranova et al., 1998). Os inibidores também podem atuar bloqueando a 

síntese DNA como é o caso da hidroxiuréia, mimosina e afidicolina. 

Hidroxiuréia por exemplo inibe a atividade da ribonucleotídeo difosfatoredutase, 

privando as células recém-sintetizadas de desoxiribonucleotídeo 

trifosfatos, conseqüentemente, evitando a replicação do DNA (Young e Hodas, 

1964; Mironov et al., 1999; Planchais et al., 2000). 

 Dentre os inibidores químicos, o SP600125 (Figura 3) é um inibidor de 

proteínas quinase. Ele atua no sítio de ligação com ATP e foi originalmente 

descrito como um inibidor das proteínas quinases JNK1, JNK2, e JNK3 em 

animais (Bennet et al., 2001). Este inibidor também tem sido valioso para 

validar as funções celulares de Mps1, com o qual as isoformas JNK 

compartilham algumas características conservadas no local de ligação com o 

ATP (Jelluma et al., 2008; Schmidt et al., 2005). Foi demonstrado que na 

proteína Mps1 humana, a qual apresenta uma conformação típica de proteína 

quinases, o SP6000125 atua como um inibidor ATP competitivo, ficando 

alojado no sítio de ligação do ATP onde é estabilizado por interações 

hidrofóbicas, verificando-se que a inibição da Mps1 no domínio catalítico 

purificado era de 90% na presença deste inibidor (Chu et al., 2008). 

Adicionalmente alguns resultados indicam que SP600125 bloqueia a transição 

G2-M em Arabidopsis por inibir especificamente a atividade da AtMps1 (De 

Oliveira et al., 2012). 

  
 

 

 
 

Figura 3. Estrutura do Inibidor SP600125. Fonte: Bennett et al. (2001). 
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  Outros compostos também podem atuar no controle do ciclo celular, 

conforme foi constatado em Catharanthus roseus (L.) G. Don (Maki et al., 

1991). Estudos mostraram que as PAs são requeridas para a progressão 

normal do ciclo celular, verificando que a inibição da biossíntese de Putrescina 

(Put) causou a inibição da proliferação celular pela prevenção da progressão 

do ciclo celular, destacando-se a importância dos estudos destes compostos na 

divisão celular. Acredita-se que a Put pode atuar no controle da progressão do 

ciclo na fase G1 para a fase S, embora haja ainda a possibilidade de que ela 

atue também entre as fases G2 e M (Maki et al., 1991). 

 Na embriogênese somática, um balanço entre promoção e inibição do 

crescimento celular regula a morfogênese. Tratamentos de maturação com 

PAs, e agentes promotores de maturação, como ABA, PEG e maltose, 

promovem a inibição do crescimento celular, impendido a divisão celular e 

promovendo a diferenciação das culturas celulares (Attree e Fowke, 1993, 

Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2007; Steiner et al., 2008; Andrade, 

2010; Vieira et al., 2012). Por outro lado, compostos como auxinas, NO e Put, 

promovem a divisão celular, aumentando o crescimento e inibindo a 

diferenciação para embriões somáticos maduros (Silveira et al., 2006; Santa-

Catarina et al., 2007; Osti et al., 2010). Estes resultados sugerem que o 

controle do ciclo celular é fundamental para a resposta morfogenética, e vários 

compostos estão associados ao processo de promoção ou inibição deste ciclo 

celular em plantas, incluindo as PAs e NO.  

2.5 Poliaminas 

 As PAs são moléculas alifáticas de baixo peso molecular presente em 

todos os organismos vivos. As principais PAs encontradas em plantas 

superiores são putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm), 

ocorrendo na forma livre ou conjugada com ácidos fenólicos e moléculas de 

baixo peso molecular (Bouchereau et al., 1999, Kuznetsov et al., 2006; Baron e 

Stassola, 2008). Nas plantas, além do citosol elas podem ser encontradas em 

organelas como mitocôndrias, cloroplastos e vacúolos (Kumar et al., 1997). 

 Elas atuam em vários processos nas plantas, como a divisão celular, 

formação de raízes, iniciação e desenvolvimento floral, desenvolvimento dos 

frutos, metabolismo secundário, senescência, respostas aos estresses 
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abióticos e bióticos (Bais e Ravishankar, 2002; Baron e Stassola, 2008; 

Alcazar et al., 2010), e na embriogênese zigótica e somática (Minocha et al., 

2004; Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2007).  

 Nas plantas, a primeira etapa para a síntese das PAs é a ação das 

enzimas arginina descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase (ODC) que 

convertem, respectivamente, arginina e ornitina à Put. Spd e Spm são 

formadas a partir de Put pela adição de grupos aminopropil derivados da 

metionina (Kuznetsov et al., 2006). Neste processo, metionina é convertida a 

S-adenosilmetionina (SAM), sendo então, transferidos grupos aminopropil, pela 

S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC) para Put para a formação de 

Spd, pela ação da Spd sintase, e subsequentemente para Spd, pela ação da 

Spm sintase para a formação de Spm. A metionina também é precursora para 

a biossíntese de etileno, a qual a SAM é metabolizada, formando o ácido 1-

amino-ciclopropano-1-carboxílico (ACC), que é convertido a etileno (Kuznetsov 

et al., 2006) (Figura 4). 

 

 

 
 
Figura 4. Rota de síntese de PAs e enzimas. ADC: arginina descarboxilase; ODC: 
ornitina descarboxilase; SAMDC: S-adenosilmetionina descarboxilase; SPMS: Spm 
sintase; SPDS: Spd sintase. Fonte: Adaptado de Bouchereau et al. (1999). 
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 Trabalhos recentes têm mostrado que as PAs podem ser usadas como 

biomarcadores durante a embriogênese zigótica e somática (Minocha et al., 

2004; Silveira et al., 2006, Santa-Catarina et al., 2007). Na embriogênese 

somática de Picea rubens, foi relatado que a PA predominante no tecido pró-

embriogênico é a Put, enquanto a Spm predomina durante o desenvolvimento 

do embrião (Minocha et al., 2004). Em outras espécies, como Ocotea 

catharinensis (Santa-Catarina et al., 2007) e A. angustifolia (Silveira et al., 

2006) as razões de PAs livres mostraram variações durante os diferentes 

estádios de desenvolvimento do embrião somático, atuando sobre a 

embriogênese.  

 Silveira et al. (2006) concluíram que as PAs, Spd e Spm agem de uma 

forma distinta sobre o crescimento, a evolução morfológica e biossíntese de 

NO em culturas celulares de A. angustifolia . Foi verificado que Spd e Spm 

acrescentadas ao meio de cultura de células embrionárias, reduzem o 

crescimento e permitem uma evolução morfogenética (Silveira et al., 2006). As 

PAs possuem um precursor comum ao NO, o aminoácido arginina. A relação 

entre os dois grupos de substâncias foi demonstrada pela primeira vez em 

Arabidposis (Tun et al., 2006) e em seguida, em outros sistemas vegetais 

(Silveira et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2007). Entretanto, ainda não está 

completamente elucidado como e quais as vias que as PAs modulam a síntese 

de NO durante a morfogênese.  

2.6 Óxido Nítrico (NO) 

 O NO é uma molécula gasosa altamente difusível, que desempenha um 

papel fundamental como um mensageiro intra e inter-celular para indução de 

vários processos em plantas, incluindo germinação, morte celular programada, 

regulação da abertura de estômatos, floração, fotossíntese, defesa de 

patógeno (Yamasaki, 2005; Neill et al., 2008) e embriogênese somática (Otvos 

et al., 2005; Silveira et al., 2006; Osti et al., 2010; Vieira et al., 2012). 

 Em plantas foram descritas quatro vias de produção de NO: uma não-

enzimática e três enzimáticas (Figura 5). Nas vias enzimáticas ocorre a 

participação de uma enzima com atividade semelhante a óxido nítrico sintase 

(NOS) em animais, produzindo NO a partir do aminoácido arginina, e a enzima 

nitrato redutase (NR) produzindo NO a partir do nitrito (Neil et al., 2003). A NR 
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é a via enzimática mais bem descrita até o momento para a síntese de NO 

(Planchet e Kaíser, 2006; Crawford, 2006; Narita, 2010). A rota de síntese via 

enzima nitrato:óxido nítrico redutase (Ni:NOR) em membrana plasmática de 

células de raiz também já foi descrita (Stohr et al., 2001). Adicionalmente, a 

síntese de NO via PAs foi descrita, porém o mecanismo enzimático ainda não 

é conhecido (Tun et al., 2006), e a produção de NO também pode ocorrer via 

hidroxilamina como substrato primário (Rumer et al., 2009). Pesquisas 

recentes indicam que as rotas biossintéticas de NO podem ser classificadas 

como oxidativas ou redutivas. As rotas via NR e Ni:NOR são reações 

redutivas, dependentes do nitrito como substrato primário, enquanto a 

produção de NO via NOS, PAs ou hidroxilamina são rotas oxidativas (Gupta et 

al., 2011).  

 A via não-enzimática para a biossíntese de NO ocorre sob condições 

especificas em compartimentos acidificados com pH entre 4.5 e 3.2, como é o 

caso do apoplasto, local onde ocorre a redução química do nitrito a NO 

(Bethke et al., 2004; Planchet e Kaiser, 2006). 

 A existência de uma enzima similar a NOS em animais ainda não está 

bem elucidada. Após a descoberta de uma rota de síntese de NO em plantas, 

em 1998 (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998), muitos pesquisadores 

iniciaram as buscas pela identificação da NOS em plantas. Entretanto, após o 

sequenciamento do genoma de Arabidopsis não foi possível identificar genes 

com homologia significativa a NOS em animal (Gupta et al., 2011). Desde 

então, vários candidatos à enzima com atividade similar a NOS em plantas 

foram analisados, mas seu funcionamento putativo nunca foi confirmado 

(Zemojtel et al., 2006; Moreau et al., 2010). Muitos estudos revelam a 

existência de uma rota bioquímica dependente de arginina pela ação de uma 

enzima similar a NOS, cujas evidências estão baseadas em estudos entre a 

produção de NO e a suplementação de arginina ou análogos, bem como pelo 

uso de inibidores da NOS em animais que resultam na redução do conteúdo 

de NO (Gupta et al., 2011). 

 Adicionalmente, foi proposta uma rota alternativa para a produção de 

NO via PAs em plantas (Figura 5) (Tun et al., 2006). Embora ainda não se 

conheça o mecanismo bioquímico (Yamasaki e Cohen, 2006), trabalhos iniciais 

mostram que as PAs atuam na modulação do conteúdo endógeno de NO em 
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diferentes sistemas vegetais, como em plântulas de Arabidopsis (Tun et al., 

2006), e durante o processo de embriogênese somática em A. angustifolia 

(Silveira et al., 2006; Osti et al., 2010) e Ocotea catharinensis (Santa-Catarina 

et al., 2007). Entretanto, estudos necessitam ser realizados para entender 

como a interação entre as PAs e o NO podem modular o processo de 

embriogênese somática em plantas. 

 

 

 

 
Figura 5. Vias de síntese de NO dependente de L-arginina e dependente do nitrito 
descritas em plantas NR: enzima nitrato redutase; Ni-NOR: enzima nitrito-NO 
redutase; NOS-like: NO sintase similar à observada em animais, ainda não 
caracterizada completamente em plantas. PAs = poliaminas como precursor de NO 
por via ainda não elucidada. Fonte: Adaptado de Besson-Bard et al. (2008). 

 

 

 Estudos mostram que o NO, em conjunto com a auxina, desempenha 

um importante controle do ciclo celular durante a formação de células 

embriogênicas a partir de protoplastos de alfafa (Medicago sativa) (Otvos et al., 

2005). Silveira et al. (2006) demostraram a correlação entre PAs e NO na 

embriogênese somática em A. angustifolia . Foi mostrado que a adição de Put 

ao meio de cultura aumentou a liberação de NO da cultura embriogênica 

enquanto a Spd e Spm teve um efeito inibidor. Estes resultados sugerem a 

redução na biossíntese de NO quando tratadas com Spd e Spm estão 

correlacionadas com a diferenciação morfogenéticas das massas pró-

embriogênicas (PEMs), enquanto Put está associada a multiplicação, talvez 
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por aumentar o conteúdo de NO endógeno em culturas celulares de A. 

angustifolia (Steiner et al., 2008). De acordo com resultados obtidos por 

Andrade (2010), a redução na síntese endógena de NO, obtida através de 

agentes promotores de maturação, induziram a maturação em culturas 

celulares de A. angustifolia. Estes resultados corroboram com os observados 

por Osti et al. (2010) os quais mostraram que a adição de NO em culturas 

celulares aumenta o crescimento celular e inibe a organização e evolução 

morfogenética das culturas celulares de A. angustifolia. Estes resultados 

sugerem que uma redução nos níveis de NO é essencial para a maturação das 

culturas celulares, enquanto aumento deste composto está associado a 

manutenção e multiplicação destas. 

2.7 Carboidratos 

 Os carboidratos são moléculas formadas por carbono, hidrogênio e 

oxigênio, e desempenham múltiplas funções nas células, incluindo transporte, 

fornecimento de energia e de esqueletos carbônicos além da regulação do 

potencial osmótico e da expressão gênica (Lehninger e Cox, 2011). São 

componentes importantes, que adicionados ao meio de cultura proporcionam 

uma fonte de energia ao explante, e são fundamentais para indução de vários 

processos morfogenéticos in vitro, como a embriogênese somática e cultivo 

dos embriões (Castro et al., 2010), e atuam também como sinalizadores do 

processo morfogenético (Lou et al., 1996). Estudos recentes usando mutantes 

de milho (Zea mays) e Arabidopsis também sugerem que os açúcares podem 

atuar como moléculas de sinalização que controlam aspectos distintos no 

desenvolvimento das plantas (Eveland e Jackson, 2012). 

         Nas plantas, o CO2 atmosférico assimilado é combinado enzimaticamente 

com a água para produzir intermediários que serão reduzidos a carboidratos 

por reações especificas nos cloroplastos e no citoplasma (Taiz e Zeiger, 2009; 

Lehninger e Cox, 2011). Após assimilação de CO2, o carbono é convertido em 

trioses fosfato que servirão como precursores para a biossíntese de frutose, 

glicose, ribose e xilose. As trioses-fosfato sintetizadas podem ser exportadas 

do cloroplasto para então, no citoplasma serem convertidas em sacarose a 

partir da ligação entre frutose e glicose (Lehninger e Cox, 2011; Taiz e Zeiger, 

2009). A síntese de sacarose é modulada através de alterações no estado de 
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ativação da sacarose-fosfato sintase (SPS) (Geigenberger e Stitt, 2004). Parte 

da glicose presente no citoplasma pode ainda dar origem a outros carboidratos, 

como por exemplo, ribose, manose e arabinose (Voet et al., 2000).  

 O metabolismo dos carboidratos representa um dos mais importantes 

processos no ciclo celular (Carrier et al.,1999) e o acúmulo adequado de 

reservas como carboidratos solúveis, amido e proteínas afeta de forma 

especial a embriogênese somática, sendo crucial para a retomada do 

desenvolvimento após a obtenção de embriões cotiledonares (Attree et al., 

1992; Flinn et al., 1993; Chanprame et al., 1998). De acordo com Baud et al. 

(2002), os carboidratos solúveis são mais importantes nas fases iniciais do 

processo de formação do embrião, atuando como fonte de energia, esqueletos 

carbônicos e/ou como sinalizadores.  

 A variação dos carboidratos solúveis e do amido na embriogênese 

somática pode fornecer informações importantes sobre a conversão de 

embriões somáticos em plântulas (Pescador et al., 2008). Em estudos com 

goiabeira serrana (Acca sellowiana), a presença de glicose e frutose foi 

relevante nas fases iniciais da embriogênese somática correspondentes ao 

embrião zigótico, diminuindo seus teores nas fases finais desse processo 

(Mengarda et al., 2009; Cangahuala-Inocente et al., 2009). Adicionalmente, 

Pescador e colaboradores (2008), demonstraram, na mesma espécie, uma alta 

quantidade de sacarose, frutose e outros carboidratos em diferentes estádios 

do desenvolvimento de embriões somáticos. 

 Em embriões somáticos de coníferas, os carboidratos desempenham um 

papel essencial, sendo a glicose relatada como o açúcar preferencial para 

atender às demandas metabólicas (Treat et al., 1989; Lipavská e Konrádová, 

2004). Estudos mostram que a glicose e a sacarose, juntamente com outras 

moléculas sinalizadoras (como reguladores de crescimento vegetais), atuam 

como mediadoras dos processos de embriogênese (Gibson, 2003). Acredita-se 

que a sacarose seja responsável pela ação protetora contra a dessecação, 

devido à sua capacidade de estabilizar proteínas da membrana plasmática 

(Crowe e Hoekstra, 1992), e que ela possa afetar a diferenciação celular e o 

armazenamento de substâncias de reserva (Weber et al., 1997). Os teores 

endógenos e a disponibilidade desses açúcares podem ser afetados pela 

adição de reguladores de crescimento ao meio de cultura. Assim, a 
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combinação e a interação desses fatores in vitro podem alterar a regulação dos 

processos fisiológicos e consequentemente o controle da indução e o 

estabelecimento de culturas celulares embriogênicas a partir de células 

somáticas (Mengarda et al., 2009). 

 Outros carboidratos solúveis também foram evidenciados em culturas 

embriogênicas como o mio-inositol e rafinose em A. sellowiana (Mengarda et 

al., 2009) e maltose e galactose em Citrus sinensis (Castro et al., 2010). O mio-

inositol é um constituinte importante da membrana plasmática (Moore, 1982) e 

sua presença em sistemas de cultivo in vitro pode inativar auxinas, por meio da 

formação do complexo auxina-inositol (Cohen e Bandurski, 1982), além de 

outras funções essenciais no metabolismo celular. A rafinose é um açúcar 

solúvel que pode atuar com oreserva e, também, interagir com a sacarose, 

impedindo sua cristalização, fato que levaria o embrião à deterioração (Bruni e 

Leopold, 1992). A família de oligossacarídeos de rafinose foi identificada como 

compostos abundantes do espectro de carboidratos de coníferas (Lux et al., 

1997; Lipavská et al., 2000). A maltose tem sido eficiente no estímulo à 

embriogênese somática a partir de calos embriogênicos de Citrus e possui 

papel tanto como fonte de carbono, como também regulador osmótico na 

indução da maturação (Perez et al., 1998). Em coníferas, a maltose provou ser 

superior à sacarose para formação de embriões maduros (Lipavská e 

Konrádová, 2004). Por outro lado, a galactose foi responsável pelas melhores 

respostas, seguida pela glicose na indução de embriões somáticos de diversas 

cultivares de C. sinensis (Benedito et al., 2000). Outros açúcares, como 

lactose, celobiose, manitol e sorbitol, também já foram testados em culturas 

celulares embriogênicas e provaram ser menos eficientes na maioria dos casos 

(Lipavská e Konrádová, 2004). 

 Embora estudos mostrem a importância dos carboidratos na 

embriogênese somática, pouco se conhece sobre o papel destes compostos na 

inibição da divisão celular durante este processo morfogenético. Estudos neste 

sentido são fundamentais para entender o papel destes compostos no controle 

da divisão celular durante a embriogênese somática em A. angustifolia . 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 O objetivo do presente trabalho foi estudar o efeito da inibição do ciclo 

celular sobre as alterações morfológicas e o metabolismo endógeno de Óxido 

Nítrico, Poliaminas e carboidratos em culturas celulares de A. angustifolia . 

3.2 Objetivos específicos 

 Analisar o efeito do inibidor do ciclo celular (SP600125) sobre o 

crescimento celular de culturas celulares de A. angustifolia . 

 Avaliar os aspectos morfológicos das Massas Pró-embriogênicas das 

culturas celullares de A. angustifolia tratadas com o inibidor. 

 Analisar o efeito do inibidor do ciclo celular sobre os níveis endógenos de 

PAs, aminoácidos, carboidratos e NO em culturas celulares de A. 

angustifolia .  

 Avaliar diferenças metabólicas associadas ao metabolismo de 

carboidrato, PAs e NO em duas linhagens de culturas celulares com 

diferentes competências para o desenvolvimento de embriões somáticos.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Material vegetal 

 Para a realização dos experimentos foram utilizadas culturas celulares 

de A. angustifolia induzidas de acordo com a metodologia estabelecida por 

Steiner (2005) e mantidas no LBCT/CBB/UENF. Estas culturas foram obtidas 

através de uma colaboração com o Prof. Dr. Miguel Pedro Guerra e a Profa. 

Dra. Neusa Steiner do Centro de Ciência Agrárias (CCA), da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC). 

 Para o início das culturas, como fonte de explantes foram utilizados 

embriões zigóticos retirados de sementes imaturas, obtidas a partir de cones 

femininos imaturos, coletados em Santa Catarina. A partir das induções, foram 

obtidas duas linhagens, sendo a linhagem BM não embriogênica e a linhagem 

MSG embriogênica, conforme descrito por Andrade (2010). 

4.2 Estabelecimento das suspensões celulares 

 Foram estabelecidas duas linhagens em suspensão celular obtidas a 

partir de culturas embriogênicas de A. angustifolia , BM e MSG. Para a 

obtenção das suspensões celulares, as culturas da linhagem BM foram 

multiplicadas e mantidas em meio líquido BM (Gupta e Pullman, 1981), 

suplementado com sacarose (30 g.L-1), caseína hidrolisada (0,5 g.L-1), L-

glutamina (1,0 g.L-1), mio-inositol (0,1 g.L-1) e os reguladores de crescimento 

vegetal ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (2 M), cinetina (Kin) (0,5 M) e 

6-benzilaminopurina (BAP) (0,5 M). As culturas da linhagem MSG foram 

multiplicadas e mantidas em meio de cultura líquido MSG (Becwar et al., 

1989), suplementado com sacarose (30 g.L-1), L-glutamina (1,4 g.L-1) e mio-

inositol (0,1 g.L-1). 

 Para ambas as linhagens, o pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 

antes da autoclavagem a 121 ºC, por 20 min, 1,5 atm. Os subcultivos foram 

realizados em intervalos de 15 dias com a transferência de 10 mL de células 

embriogênicas para o novo meio e mantidas em agitação de 100 rpm, à 

temperatura de 25 ± 2 ºC, no escuro. 
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4.3 Efeito do inibidor SP600125 sobre o crescimento, morfologia e 

conteúdo endógeno de PAs, carboidratos e NO 

 Visando verificar o efeito do inibidor do ciclo celular SP600125 sobre o 

crescimento, morfologia e conteúdo endógeno de PAs, carboidratos e NO, 

diferentes concentrações (0, 1 e 10 µM) do inibidor SP600125 foram 

adicionadas aos respectivos meios de cultura das linhagens BM e MSG. Estas 

concentrações foram determinadas em ensaios prévios em que foram testadas 

as concentrações 0, 1, 5, 10 e 20 µM do composto. Para ambas as linhagens, 

o pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121 ºC, 

por 20 min, 1.5 atm. Foram utilizados frascos erlenmeyer (250) com 60 mL de 

meio de cultivo. O inibidor foi adicionado aos meios de cultura após a 

autoclavagem, em câmara de fluxo laminar. Após a transferência das células, 

os frascos foram mantidos em agitação em mesa giratória Cientec -165 de 100 

rpm, à temperatura de 25 ± 2 ºC, no escuro por um período de 30 dias. 

 Foram realizadas análises do crescimento celular, morfologia, e 

conteúdo endógeno de PAs, NO e carboidratos. 

4.4 Crescimento celular 

A análise do crescimento celular foi avaliado de três formas: pelo volume 

celular sedimentado, pelo incremento em massas fresca (MF) e seca (MS), e 

pela área das células embriogênicas e suspensor das PEMs. 

4.4.1 Análise do volume celular sedimentado 

 O crescimento celular pelo volume celular sedimentado (VCS) foi feita 

segundo a metodologia descrita por Osti et al. (2010). Para tanto, foram 

utilizados frascos Erlenmeyers (50 mL) adaptados com uma proveta na lateral 

do frasco, contendo 10 mL de meio de cultura BM ou MSG, suplementado com 

diferentes concentrações do inibidor SP600125 (0, 1, e 10 µM). Em cada 

frasco foi inoculado 120 mg de células da linhagem BM ou da linhagem MSG, 

ao respectivo meio de cultura utilizado (120 mg/10 mL de meio de cultura). 

Para cada tratamento foram realizadas triplicatas, e o experimento foi repetido 

duas vezes. 
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 A análise do crescimento foi realizada em intervalos de 3 dias de cultivo, 

durante 30 dias de incubação, estabelecendo a curva de crescimento para as 

concentrações citadas. 

 A partir desta curva de crescimento foram estabelecidas as datas para 

as coletas de amostras e as concentrações do inibidor para as análises de 

crescimento, morfologia e bioquímicas. Assim, as coletas foram realizadas 

antes da inoculação (tempo inicial - 0) e nas fases lag (6 dias), início da 

exponencial (15 dias), exponencial (21 dias) e estacionária (27 dias). 

4.4.2 Análise de MF e MS 

 Para a análise do crescimento através do incremento em MF e MS das 

culturas celulares das duas linhagens, 60 mg de células da linhagem BM ou 

MSG foram inoculadas em 2 mL de meio de cultura suplementados com as 

concentrações de 0, 1 e 10µM do inibidor SP600125. As amostras foram 

coletadas antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação, pesadas para a 

obtenção da MF e posteriormente desidratadas em estufa de secagem da 

Cienlab, modelo CE 220, a 70ºC por 48 h. Em seguida, as células foram 

pesadas novamente para a obtenção da MS. Foram utilizadas cinco repetições 

para cada período analisado. 

4.4.3  Área das células embriogênicas e das células suspensor 

 Para analisar o crescimento a partir da área das células embriogênicas 

e suspensor das PEMs, culturas celulares das linhagens BM e MSG foram 

incubadas nas diferentes concentrações do inibidor SP600125 (0, 1 e 10 µM). 

Amostras antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação foram coletadas, 

preparadas em lâminas e analisadas no microscópio ótico Axio Imager M2 

(Zeiss), com o programa Axio Vision 4.8 (Zeiss), e fotografado com o auxílio de 

uma câmera Axio Cam MR3 (Zeiss) acoplada ao equipamento. As áreas das 

células embriogênicas (em conjunto) e de células do suspensor foram obtidas 

com auxílio do Software AxioVision Rel. 4.8 (Zeiss). Foram preparadas três 

lâminas para cada tratamento em cada data de análise, obtendo-se no mínimo 

10 imagens de PEMs de cada lâmina, totalizando 30 dados para análise do 

tamanho de células embriogênicas e de células de suspensor. 
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4.5 Análises morfológicas 

 O aspecto morfológico das culturas celulares das duas linhagens nos 

diferentes tratamentos foi monitorado utilizando-se um microscópio Axio 

Imager M2 (Zeiss), com o programa Axio Vision 4.8 (Zeiss), e fotografado com 

o auxílio de uma câmera Axio Cam MR3 (Zeiss) acoplada ao equipamento. 

Amostras antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação, foram coletadas, 

preparadas em lâminas e analisadas no microscópio. Foram realizadas três 

lâminas para cada tratamento, obtendo-se no mínimo dez imagens de células 

em cada lâmina. 

4.6 Análises bioquímicas 

4.6.1 Quantificação e visualização de NO 

 A quantificação e visualização do NO nas culturas celulares das duas 

linhagens foram realizadas de acordo com as metodologias descritas por 

Silveira et al. (2006). Para a análise, amostras de 1 mL das células antes (0) e 

após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação nos diferentes tratamentos foram 

incubadas com o marcador intracelular de NO, o DAR - 4M AM 

(diaminorodamina-4M acetoximetil éster), permeável à membrana plasmática. 

As células foram incubadas por 45 min no escuro, sob agitação de 60 rpm, a 

25°C ± 2. Em seguida, as células foram lavadas com os meios de cultura 

contendo os respectivos tratamentos, montadas em lâminas, e analisadas em 

microscópio de fluorescência Axio Imager (Zeiss). Foram obtidas imagens com 

câmera Axio Cam MR5 (Zeiss), obtendo-se imagens em campo claro e 

fluorescência para efeito de comparação e identificação do local de produção 

de NO. Foram utilizados os filtros de excitação 546-12 e emissão 575-640, 

correspondente aos comprimentos de onda de excitação em 560 nm e 

emissão em 575 nm. As imagens em fluorescência foram obtidas nas mesmas 

configurações para efeitos de comparação da fluorescência relativa de NO nos 

diferentes tratamentos. A estimativa da fluorescência relativa foi obtida através 

da análise de pelo menos 30 imagens com auxílios do Software Axio Vision 

Rel. 4.8 (Zeiss). 
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4.6.2 Quantificação das PAs 

 A metodologia para a determinação do conteúdo de PAs livres foi 

baseada naquela descrita por Silveira et al. (2004). Amostras de 300 mg de MF 

foram maceradas com 1,6mL de ácido perclórico 5% (v/v), e mantidas no gelo 

por 1 h. Posteriormente, foram centrifugadas a 20.000 g por 20 min a 4 °C, 

obtendo-se o sobrenadante que contém as PAs livres. As PAs livres foram 

derivatizadas utilizando-se 40 µL da amostra contendo PAs, 100 µL de cloreto 

de dansil (5mg.mL-1 em acetona), 50 µL de solução saturada de carbonato de 

sódio (Na2CO3) e 20 µL de 17-diaminoheptano (DAH), utilizado como padrão 

interno para análise de perdas durante o processo. Após a homogeneização, 

as amostras foram incubadas no escuro por 50 min a 70 ºC. O excesso de 

cloreto de dansil foi convertido em dansil-prolina adicionando-se 25 µL de 

prolina (100 mg.mL-1) com posterior incubação por 30 min no escuro, à 

temperatura ambiente. Em seguida, as PAs derivatizadas foram particionadas 

com 200 µL de tolueno e a fase apolar (tolueno), que contém as PAs, foi 

coletada (175 µL), seca sob jato de nitrogênio, e ressuspendida em 175 µL de 

acetonitrila. 

 A identificação e quantificação das PAs foi realizada utilizando-se HPLC 

com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-Pack CLC ODS). Acetonitrila 

absoluta e acetonitrila 10% em água (pH 3,5 ajustado com HCl 1 M) foram 

utilizadas como solventes. A mudança na proporção de acetonitrila absoluta 

em relação à acetonitrila 10% definiu o gradiente de corrida. O gradiente de 

acetonitrila absoluta foi programado para 65%, durante os primeiros 11 min, de 

65 a 100% entre 11 e 25 min, e 100% até 35 min, com fluxo de 1 mL.min-1, a 

40 ºC. O detector de fluorescência foi ajustado para excitação de 340 nm e 

emissão de 510 nm. Foram injetados 20 µL da amostra derivatizada com 

cloreto de Dansil. As áreas e tempos de retenção de cada PA foram avaliados 

por comparação com as PAs (Put, Spd, Spm e DAH) com concentrações 

conhecidas obtidas na curva padrão. 

4.6.3 Quantificação de carboidratos 

 A metodologia utilizada para a determinação de carboidratos foi baseada 

na proposta Filson et al. (2009), com modificações. Amostras de 300 mg de MF 
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cada foram maceradascom 1 mL de solução de extração composta por etanol 

(ETOH) 80%, polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 3% (m/v) e ácido ascórbico 1% 

(m/v), a 4 C. Após a maceração, as amostras foram agitadas brevemente em 

vórtex, e incubadas em banho-maria a 70ºC, por 90 min. 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas 12.000g por 10 min. O 

sobrenadante foi coletado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de solução de 

extração, e ressubmetida a centrifugação nas mesmas condições anteriores. 

Os sobrenadantes resultantes foram adicionados aos respectivos provenientes 

da primeira centrifugação e armazenados a -20ºC até a análise em HPLC.  

Os carboidratos foram identificados e quantificados por HPLC usando 

um detector de espalhamento de luz (ELSD-LT II), com temperatura a 40 °C; 

pressão de N2 em 350 mPa, com ganho 9 e filtro 4. A coluna utilizada foi 

Prevail Carbohydrate ES 5 µm (250 x 4,6 mm), com uma pré coluna do tipo 

Prevail Carbohydrate ES 5 µm (7,5 x 4,6 mm),a25°C. 

 Como solventes foram utilizados água Milli’Qe acetonitrila 100%. A 

corrida foi realizada em gradiente isocrático ajustado para 85% de acetonitrila 

100% durante 50 min, com fluxo de 1 mL.min-1. As áreas e tempos de retenção 

dos carboidratos detectados foram avaliados por comparação com 

carboidratos padrão (arabinose, frutose, glicose, manose, ribose, maltose, 

sacarose e xilose), em concentrações conhecidas obtidas em curva padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

29 

5 RESULTADOS 

  

5.1 Crescimento celular 

 A análise do crescimento celular foi realizada através da curva de 

crescimento pelo VCS, incremento em MF e MS e pela área das células 

embriogênicas e suspensor das PEMs das duas linhagens incubadas nos 

diferentes tratamentos.  

Através da análise pelo VCS, verificou-se para as duas linhagens uma 

inibição do crescimento celular nas culturas incubadas com a maior 

concentração do inibidor (10 µM), sugerindo a inibição do ciclo celular. A 

concentração de 1µM resultou em crescimento celular similar ao controle para 

as culturas celulares da linhagem MSG (Figura 6A) e maior em relação ao 

controle das culturas celulares da linhagem BM (Figura 6B). A partir desta 

curva de crescimento, determinou-se para ambas as linhagens, as datas de 6, 

15, 21 e 27 dias após a incubação para coleta das amostras, relacionadas com 

as fases lag (6 dias), início da exponencial (15 dias), exponencial (21 dias) e 

estacionária (27 dias) (Figura 6). Estes dias foram utilizados para as análises 

bioquímicas e morfológicas.   
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Figura 6. Crescimento em VCS (mm) em culturas celulares de A. angustifolia das 
linhagens MSG (A) e BM (B), durante 30 dias de cultura (Média ± desvio padrão, n=4). 

 

 

 A variação da MF e MS para ambas as linhagens MSG e BM estão 

apresentados nas Figuras 7 e 8. Verificou-se maior crescimento para as 

culturas embriogênicas em meio BM comparativamente ao MSG (Figura7). A 

maior concentração do inibidor (10 µM) resultou na inibição do crescimento 

celular em MF (Figura 7) e MS (Figura 8) em ambas as linhagens, similar ao 

observado para a análise por VCS (Figura 6).  Entretanto, valores similares em 

MF e MS foram observados para os tratamentos controle e 1 µM do inibidor 

para as duas linhagens (Figuras 7 e 8).  
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Figura 7. Crescimento em MF (mg) em culturas celulares de A. angustifolia das 
linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação nas 
concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio padrão, n= 6). 

 

 

Pode-se sugerir que o maior crescimento em VCS (Figura 6) observado 

em especial nas culturas celulares da linhagem BM na concentração de 1 µM 

do inibidor poderia estar associada ao tamanho das PEMs, que ocupariam um 

maior volume celular comparativamente ao seu peso em MF e MS (Figuras 7 e 

8). Desta forma, procedeu-se a análise do crescimento em área das células 

embriogênicas (Figura 9) e suspensor (Figura 10) das PEMs para as duas 

linhagens, MSG.  

 Verificou-se, entretanto, que não houve diferença nas áreas das células 

embriogênicas e do suspensor incubadas nos tratamentos controle (0 µM) e 1 

µM do inibidor para a linhagem BM, assim como para a MSG (Figura 9).  
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Figura 8. Crescimento em MS em culturas celulares de A. angustifolia das linhagens 
MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação nas 
concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio padrão, n= 6) 

 

 

 Para a linhagem MSG, as células embriogênicas são maiores nos 

tratamentos controle e 1 µM, comparativamente com aquelas tratadas com 10 

µM do inibidor (Figura 9A), sendo que o tamanho deste tipo celular aumenta 

durante a incubação, verificando-se maior área na fase estacionária. Por outro 

lado, as culturas celulares da linhagem BM apresentaram áreas similares para 

células embriogênicas para as três concentrações do inibidor utilizadas (Figura 

9B), durante as diferentes fases. 

 Por outro lado, comparando-se o tamanho das células de suspensor das 

PEMs, foi possível observar áreas similares para as três concentrações do 
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inibidor utilizadas, tanto para a linhagem MSG (Figura 10A) quanto para a BM 

(Figura 10B). 

 

 
Figura 9. Área das células embriogênicas de PEMS em culturas celulares de A. 
angustifolia das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de 
incubação nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio 
padrão, n = 10). 
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Figura 10. Área das células suspensor das PEMs em culturas celulares de A. 
angustifolia das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de 
incubação nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio 
padrão, n = 10). 

 
 

5.2 Análise Morfológica 

 Pela análise morfológica das PEMs das culturas celulares de A. 

angustifolia verificou-se, a partir do 15º dia de incubação, uma diminuição 

acentuada do tamanho das PEMs submetidas ao tratamento com 10 µM do 

inibidor para ambas as linhagens, sendo mais acentuada para a linhagem MSG 

(Figuras 11 e 12). Entretanto, pela análise da área das células embriogênicas e 

suspensor somente foi possível observar diferenças no tipo celular 

embriogênica para a linhagem MSG (Figura 9A). 
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 Nos tratamentos controle e 1 µM de inibidor não foi observada 

alterações acentuadas na morfologia das células para ambas as linhagens, 

mantendo um padrão similar ao longo do tempo de incubação (Figuras 11 e 

12), conforme mostrado também pela medida da área das células 

embriogênicas e suspensor das PEMs (Figuras 9 e 10). 

 

 

 
Figura 11. Aspectos morfológicos de PEMs em culturas celulares de A. angustifolia da 
linhagem MSG após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação nas concentrações 0, 1 e 10 µM 
do inibidor SP600125. PEMs= massas pró-embriogênicas. Barras= 200 µm. 
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Figura 12. Aspectos morfológicos das PEMs em culturas celulares de A. angustifolia 
da linhagem MSG após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação nas concentrações 0, 1 e 10 
µM do inibidor SP600125. PEMs: Massas pró-embriogênicas. Barras = 200 µm. 

 
 

5.3 Análises bioquímicas 

 

5.3.1 Carboidratos 

 Analisou-se os níveis endógenos de carboidratos em ambas as 

linhagens celulares, MSG e BM, visando verificar o efeito do inibidor sobre o 

metabolismo destes compostos. Dentre os carboidratos analisados, identificou-

se a presença de sacarose (Figura 13), frutose (Figura 14) e glicose (Figura15), 

cujos conteúdos foram afetados pelos tratamentos e tipos de linhagem celular. 
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 Comparativamente à frutose e glicose, verificou-se maiores alterações 

no conteúdo de sacarose para ambas as linhagens, MSG (Figura 13A) e BM 

(Figura 13B).  

  

 

 
Figura 13. Conteúdo (mg/g de MF) de sacarose em culturas celulares de A. 
angustifolia das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de 
incubação nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio 
padrão, n = 3). 
 

 

 Para a linhagem MSG (Figura 13A), o conteúdo de sacarose apresentou 

diferenças acentuadas entre os diferentes tratamentos. Verificou-se para o 

tratamento controle um aumento acentuado até o 6°, durante a fase lag, dia e 

uma queda brusca a partir do 21° dia, no final da fase exponencial. Para o 

tratamento com 1 µM também houve um aumento até o 6º dia, seguido de 
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redução menos acentuada a partir do 15° dia de incubação. Porém, o conteúdo 

deste carboidrato no tratamento com 10 µM se manteve com valores similares 

até o 6º dia de incubação, durante a fase lag, seguido de redução acentuada, 

não sendo detectado nas datas posteriores de análise na cultura celular da 

linhagem MSG (Figura 13A).  

 Por outro lado, o teor de sacarose nas culturas celulares da linhagem 

BM (Figura 13B) demonstrou um perfil similar para os três tratamentos, 

ocorrendo um acúmulo acentuado até o 6º dia, durante a fase lag, seguido de 

decréscimo até o final do cultivo, o qual foi mais acentuado nas culturas 

celulares incubadas no tratamento com 10 µM do inibidor. 

Ao analisar o conteúdo endógeno de frutose (Figura 14), verificou-se 

para a linhagem MSG um perfil semelhante para os tratamentos controle e 1 

µM do inibidor, apresentando um aumento até o 15º dia, no início da fase 

exponencial, seguido de um leve decréscimo até o final da incubação, na fase 

estacionária (Figura 14A). Por outro lado, no tratamento com 10µM, o conteúdo 

deste carboidrato apresentou valores crescentes durante o período de 

incubação, sendo maiores que o controle e 1 µM do inibidor. 

Nas culturas celulares da linhagem BM verificou-se valores menores 

para frutose no controle e 1 µM do inibidor (Figura 14B) comparando-se com 

estes mesmos tratamentos na linhagem MSG (Figura 14A).  

Estes valores foram similares ao longo da incubação das células na 

linhagem BM nos tratamentos controle e 1 µM do inibidor, enquanto no 

tratamento com a maior concentração do inibidor, a frutose apresentou um 

aumento acentuado a partir do 15º dia, no início da fase exponencial, 

diferentemente dos outros tratamentos no mesmo período (Figura 14B). Este 

aumento no tratamento com 10 µM na linhagem BM (Figura 13B) também foi 

observado na linhagem MSG (Figura 14A), porém com acréscimo menos 

acentuado que a linhagem BM. 

Com relação à glicose, verificou-se que as culturas celulares das duas 

linhagens apresentaram perfis semelhantes quando incubadas com 0 e 1 µM 

(Figura 15) comparativamente ao tratamento com 10 µM do inibidor. 

Adicionalmente, culturas celulares da linhagem BM apresentaram conteúdos 

menores deste carboidrato comparativamente a linhagem MSG. 

 



 

 
 

39 

 

Figura 14. Conteúdo (mg/g de MF) de frutose em culturas celulares de A. angustifolia 
das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação 
nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio padrão, n = 3). 
 

   

Para ambas as linhagens, houve um decréscimo no conteúdo de glicose ao 

longo da incubação nos tratamentos com 0 e com 1 µM do inibidor. Em 

contrapartida o tratamento com 10 µM do inibidor apresentou um acúmulo de 

glicose, o qual foi constante para a linhagem MSG (Figura 15A) e acentuado a 

partir do 15º dia de incubação, no início da fase exponencial, para a linhagem 

BM (Figura 15B). 

 Adicionalmente, foi observado que as concentrações do inibidor 

afetaram a quantidade de frutose (Figura 14) e glicose (Figura 15) em ambas 

as linhagens, porém o perfil do metabolismo se manteve semelhante quando 

comparados os diferentes tratamentos ao longo da incubação 
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Figura 15. Conteúdo (mg/g de MF) de glicose em culturas celulares de A. angustifolia 
das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação 
nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor SP600125 (Média ± desvio padrão, n = 3). 

 

 

5.3.2 Óxido Nítrico (NO) 

 Ao comparar os diferentes tratamentos ao longo da incubação, verificou-

se alterações no conteúdo de NO, dependente da concentração do inibidor e 

dos tipos celulares da linhagem celular (Figuras 16 e 17). 

 Comparando-se os dois tipos celulares das PEMs, verificou-se que as 

células embriogênicas (Figura 16) possuem maior conteúdo intracelular de NO 

comparativamente às células suspensor (Figura 17), para as duas linhagens 

celulares. 
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  Para as células embriogênicas de PEMs da linhagem MSG (Figura 

16A), verificou-se que nas concentrações 0 (controle) e 1µM do inibidor as 

células apresentaram maior conteúdo de NO no início, antes da incubação, o 

qual reduziu até o 6º dia durante a fase lag, seguido de aumento até o 15º e 

21º, na fase exponencial, e redução na fase estacionária (Figura 16A). Por 

outro lado, a maior concentração de inibidor resultou também em uma redução 

mais acentuada de NO até o 6º dia de incubação, na fase lag, seguido de 

valores similares até o final da incubação. 

 

  

 
Figura 16. Conteúdo (fluorescência relativa/µm2) de NO em células embriogênicas de 
culturas celulares de A. angustifolia das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 
6, 15, 21 e 27 dias de incubação nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor 
SP600125 (Média ± desvio padrão, n = 10). Tempo de exposição para obtenção das 
imagens com fluorescência relativa para as linhagens: MSG 100 ms (A) e BM 1000 ms 
(B). 
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As células embriogênicas de PEMs da linhagem BM (Figura 16B) 

apresentaram perfil diferenciado no conteúdo de NO comparativamente à 

MSG. Verificou-se pequena redução durante a fase lag, até o 6º dia, seguido 

de acréscimo no início da fase exponencial (15º dia), e estabilização até o final 

do cultivo. A maior concentração do inibidor resultou em um aumento de NO na 

fase lag (6º dia) e redução na fase exponencial (15º ao 21º dia), seguido de 

acréscimo na fase estacionária. 

Nas células do suspensor (Figura 17) das PEMs, cujo conteúdo de NO  

  

 

 
Figura 17. Conteúdo (fluorescência relativa/µm2) de NO em células do suspensor de 
culturas celulares de A. angustifolia das linhagens MSG (A) e BM (B) antes (0) e após 
6, 15, 21 e 27 dias de incubação nas concentrações 0, 1 e 10 µM do inibidor 
SP600125 Tempo de exposição para obtenção das imagens com fluorescência 
relativa para as linhagens: MSG 100 ms (A) e BM 1000 ms (B). (Média ± desvio 
padrão, n = 10). 
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foi menor para as duas linhagens comparativamente às células embriogênicas, 

verificou-se diferenças acentuadas ao comparar as linhagens celulares e os 

diferentes tratamentos ao longo da incubação. Células suspensores da 

linhagem MSG (Figura 17A) apresentam menor conteúdo de NO 

comparativamente às da linhagem BM (Figura 17B). 

Para a linhagem MSG, as células suspensores incubadas nos 

tratamentos controle e 1 µM do inibidor apresentaram redução nos níveis de 

NO no 6º dia de incubação, na fase lag, seguido de acréscimo até o 21º dia, 

sendo mais acentuado para o tratamento com 1 µM do inibidor, e redução na 

fase estacionária. Com a maior concentração (10 µM) do inibidor (Figura 17A) 

ocorreu uma resposta similar ao observado para as células embriogênicas 

(Figura 16A) na mesma condição, com uma redução acentuada no início da 

incubação, mantendo valores similares até o final do cultivo.  

 As células suspensor da linhagem BM (Figura 17B) incubadas no 

tratamento controle e 1 µM de inibidor apresentaram decréscimo na fase lag, 

seguido acréscimo até a fase estacionária, onde observou-se a maior 

concentração de NO. A maior concentração de inibidor também apresentou um 

perfil similar ao dos tratamentos controle e 1 µM do inibidor durante a 

incubação (Figura 17B).  

5.3.3 Poliaminas 

 Os conteudos de PAs livres totais foram analisados paras as duas 

linhagens celulares BM (Figura 18) e MSG (Figura 19) nos três tratamentos (0, 

1 e 10µM). Na linhagem BM o conteúdo das PAs se manteve semelhante para 

os tratamentos com 0 e 1 µM (Figura 18A) do inbidor, apresentando um 

aumento na fase exponencial (15º dia) seguido de decréscimo até o final da 

incubação. No tratamento com 10 µM (Figura 18A) o conteúdo total de PAs 

apresentou um decréscimo na fase exponencial e manteve este conteúdo até o 

final da incubação. 

 O conteudo de PAs livres totais presentes no meio de cultura aumentou 

gradativamente a partir do 15º dia no tratamento sem o inibidor (Figura 18B). 

No tratamento com 1 µM do inibidor ocorreu um pico elevado de PAs no meio 

de cultura durante a fase lag (6º dia), seguido de um padrão semelhante ao 

encontrado no meio isento do inibidor até o final da incubação (Figura 18B). No 
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tratamento com a maior concentração do inibidor (Figura 18B) as PAs foram 

encontradas em menor quantidade no meio de cultura comparativamente aos 

demais tratamentos (Figura 18B) e apresentaram aumento a partir do 6º dia de 

incubação. 

 

 

 
Figura 18. Conteúdo (µg/g MF)de PAs livres totais em culturas celulares (A) e meio de 
cultura (B) da linhagem BM de A. angustifolia incubadas com 0, 1 e 10 µM do inibidor 
SP600125 antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação (Média ± desvio padrão, 
n = 3). 
 

  

Para a linhagem MSG, o conteúdo de PAs livres totais presente nas 

células variou de acordo com o tratamento utilizado. Nas células sem o inibidor 
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(Figura 19A), o nível de PAs apresentou uma pequena oscilação ao longo da 

incubação, com um pequeno aumento no final da fase exponencial (21º dia). 

Nas células com 1 µM do inibidor (Figura 19A) o conteúdo de PAs livres totais 

dinimuiu no início da fase exponencial (15º dia), seguido deaumento no final da 

fase exponencial, no 21º dia de incubação. No tratamento com a maior 

concentração do inibidor (Figura 19A), o conteúdo de PAs livres totais 

apresentou uma redução acentuada a partir da fase lag (6ºdia) e se manteve 

em níveis inferiores aos dos observados nos demais tratamento ao longo da 

incubação. 

   

 

 
Figura 19. Conteúdo (µg/g de MF) de PAs livres totais em culturas celulares (A) e meio 
de cultura (B) da linhagem MSG de A. angustifolia incubadas com 0, 1 e 10 µM do 
inibidor SP600125 antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação (Média ± desvio 
padrão, n = 3). 
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 As PAs livres totais presentes no meio de cultura apresentou um padrão 

similar ao longo da incubação, com aumento gradativo a partir da fase 

exponencial (15º dia) para os tratamentos com 0 e com 1 µM do inibidor (Figura 

19B), sendo o conteúdo inferior no tratamento com 1 µM. No tratamento com 

10 µM (Figura 19B) do inibidor o conteúdo de PAs livres totais presente no 

meio de cultura foi maior no final da incubação. Além disso, neste tratamento, o 

conteúdo de PAs livres totais foi maior que o conteúdo presentes na células. 

Comparando o conteúdo de PAs livres totais entre as linhagens, 

verificou-se que na linhagem BM o conteúdo de PAs nas células (Figura 18A) 

são superiores aos encontrados na linhagem MSG (Figura 19A). No meio de 

cultura, a linhagem BM também apresenta níveis de PAs livres totais 

superiores na maioria dos tratamentos (Figuras 18B e 19B), exceto, na fase 

estacionária (27º dia) para o tratamento com 10 µM do inibidor (Figuras 18B e 

19B). 

Ao analisar o conteúdo endógeno de PAs individualmente nas culturas 

celulares e no meio de cultura das duas linhagens MSG (Figura 20) e BM 

(Figura 21), verificou-se que os diferentes tratamentos resultaram em 

alterações no conteúdo endógeno das PAs. 

 As culturas embriogênicas da linhagem MSG apresentaram um 

conteúdo de PAs totais diferenciado de acordo com o tratamento (Figura 19). 

Comparando-se as diferentes PAs, verificou-se maiores concentrações para 

Put, seguido de Spd e Spm. Para Put, foi observado um perfil similar para os 

tratamentos controle e 1 µM (Figuras 20A e 20B), o qual foi diferente para a 

maior concentração do inibidor (Figura 20C). 

 No tratamento com 0 µM (Figura 20A) da linhagem MSG, o conteúdo de 

Put reduziu durante a fase lag, seguido de acréscimo até o final da fase 

exponencial (21º dia), diminuindo na fase estacionária. Similarmente, no 

tratamento com 1 µM do inibidor (Figura 20B), verificou-se uma redução até 

início da fase exponencial (15º dia), seguido de aumento até a estacionária. Na 

maior concentração do inbidor, o conteúdo de Put foi reduzido acentuadamente 

até o 6º dia, na fase lag, apresentando valores baixos até o final da incubação 

(Figura 20C). 
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 O conteúdo de Spd e Spm no controle (Figura 20A) e com 1 µM (Figura 

20B) apresentou oscilações menores comparativamente a Put, com valores 

similares ao longo da incubação, sugerindo que a Put é a PA que apresenta 

maior influencia sobre o crescimento celular. No tratamento com a maior 

concentração do inibidor (Figura 20C), por outro lado, observou-se um 

decréscimo acentuado no conteúdo de Spd e Spm durante o período de 

incubação. 

   

 

 

Figura 20. Conteúdo de PAs em culturas celulares (A, B e C) e meio de cultura (D, E e 
F) da linhagem MSG de A. angustifolia incubadas com 0 (A e D); 1 (B e E) e 10 (C e F) 
µM do inibidor SP600125   antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação (Média ± 
desvio padrão, n = 3). 

 

 

Analisando-se o conteúdo das PAs no meio de culturadas culturas 

celulares da linhagem MSG verificou-se um aumento gradativo no conteúdo 
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das três PAs a partir do 6º dia de incubação, na fase lag, com maiores valores 

na fase estacionária para Put, seguido de Spd e Spm (Figuras 20D, 20E e 

20F). No tratamento com a maior concentração do inibidor este acréscimo foi 

acentuado somente na fase estacionária, com maior conteúdo para Put (Figura 

20F). Estes resultados mostram um acúmulo de PAs no final da incubação, 

durante a fase estacionária destas culturas celulares, as quais podem ter sido 

liberadas das células durante a incubação.  

Nas culturas celulares da linhagem BM, verificou-se também maiores 

concentrações para Put, seguido de Spd e Spm nos três tratamentos testados 

(Figuras 21A, 21B e 21C). 

  

 

 

Figura 21. Conteúdo de PAs em culturas celulares (A, B e C) e meio de cultura (D, E e 
F) da linhagem BM de A. angustifolia incubadas com 0 (A e D); 1 (B e E) e 10 (C e F) 
µM do inibidor SP600125 antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação (Média ± 
desvio padrão, n = 3). 
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 Nos tratamentos controle (Figura 21A) e 1 µM de inibidor (Figura 21B), o 

conteúdo das PAs Put e Spd aumentou até o 15º dia, no início da fase 

exponencial, seguido de decréscimo até o final da incubação, enquanto os 

níveis de Spm foram observados em menores concentrações durante todo o 

período. No tratamento com a maior concentração do inibidor (Figura 21C), 

verificou-se um decréscimo no conteúdo das três PAs analisadas a partir do 6º 

dia, na fase lag, até o final da incubação.  

  

 

 

Figura 22. Razão entre as PAs [Put/(Spd+Spm)] em culturas celulares de A. 
angustifolia das linhagens MSG (A) e BM (B) incubadas com 0, 1 e 10 µM do inibidor 
SP600125 antes (0) e após 6, 15, 21 e 27 dias de incubação (Média ± desvio padrão, 
n = 3). 
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Analisando-se o conteúdo das PAs presentes no meio de cultura da 

linhagem BM, verificou-se para o controle (Figura 21D) um aumento gradativo 

no conteúdo de Put a partir do 15º dia de incubação, no início da fase 

exponencial, sendo Put a PA predominante. Spd foi observada a partir do 6º 

dia, na fase lag, mantendo concentrações similares ao longo da incubação, 

enquanto Spm não foi verificada no meio de cultura.  

 Por outro lado, a presença do inibidor nas concentrações de 1 (Figura 

20E) e 10 µM (Figura 20F) resultou na presença de Put e Spd a partir do 6º dia, 

na fase lag, aumentando o conteúdo até o final da incubação. Verificou-se que 

os valores foram similares para as duas concentrações, sendo que Put e Spd 

foram maiores no tratamento com 1 µM no 6º dia de incubação, sendo Put a 

PA observada em maior concentração no meio de cultura. Pode-se observar 

que a adição do inibidor reduziu o conteúdo de PAs no meio de cultura, não 

ocorrendo, provavelmente, a liberação destas PAs pelas células da linhagem 

BM para o meio de incubação. 

A razão entre as PAs Put/(Spd+Spm) não foi afetada significativamente 

através do tratamento com o inibidor para nenhuma das duas linhagens (Figura 

22), observando-se que para cada linhagem, MSG ou BM, a razão entre as 

PAs apresentou valores semelhantes tanto para o controle quanto para as duas 

concentrações do inibidor utilizadas.  

 Porém, quando comparadas as linhagens entre si verificou-se que a 

razão entre as PAs na linhagem BM (Figura 22B) se manteve superior a 

linhagem MSG (Figura 22A) ao longo do cultivo independente do tratamento. 

 

6 DISCUSSÃO 

 
 Para as análises deste estudo foram utilizadas duas linhagens de 

culturas celulares de A. angustifolia , BM e MSG. De acordo com estudos 

anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa e colaboradores, estas 

duas linhagens possuem potencial diferenciado para maturação. Andrade 

(2010) mostrou que, quando submetidas à maturação, a linhagem BM 

apresenta caracaterística não-embriogênica, não ocorrendo a evolução das 

PEMs para estádios de desenvolvimento globular do embrião somático, 

enquanto a MSG apresenta potencial embriogênico.  
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A embriogênese somática em coníferas envolve a execução de uma 

sequência de eventos visando estimular o desenvolvimento de embriões 

somáticos em plantas, incluindo a indução de culturas celulares, multiplicação 

de PEMs, maturação dos embriões somáticos e germinação (Pullman et al., 

2003). Neste processo, as etapas de indução/multiplicação e maturação são 

cruciais neste processo. Na indução e multiplicação objetiva-se obter culturas 

que apresentem potencial embriogênico, o que para uma grande maioria de 

espécies depende da adição de compostos que promovem a divisão celular, 

como a auxina 2,4-D. Por outro lado, na maturação e germinação, a retirada do 

promotor da divisão celular (auxinas) e a transferência para meio de cultura 

com promotores de maturação levam a uma redução na divisão celular e uma 

diferenciação do embrião somático.  

Em A. angustifolia , um dos obstáculos para a obtenção da embriogênese 

somática na produção de plantas é a diferença entre as linhagens celulares 

quanto ao grau de sucesso em desenvolver embriões somáticos. A regulação 

dos eventos de desenvolvimento da embriogênese podem ser elucidados ao 

nível metabólico utilizando estudos do perfil metabólico de compostos 

importantes (Hosp et al., 2007), como carboidratos, PAs e NO. Em coníferas, 

diferentes capacidades de desenvolvimento da embriogênese somática entre 

as linhagens celulares de Pinus taeda foram explicados com o uso de modelo 

baseado em dados combinados do perfil metabólico, estado fisiológico e 

capacidade embriogênica das diferentes linhagens (Robinson et al., 2009). 

Alguns estudos já demonstraram que linhagens celulares com diferenças no 

desenvolvimento de embriões somáticos apresentam secreção diferencial de 

proteínas durante o desenvolvimento de embriões, incluindo ainda a presença 

de proteínas arabinogalactanas (Egersdotter e Von Arnold, 1995; Samaj et al., 

2009), carboidratos, aminoácidos e outros metabólitos (Businge et al., 2012). 

Neste sentido, a comparação entre as linhagens celulares associadas ao 

controle do ciclo celular pode ser utilizada em estudos fundamentais sobre o 

metabolismo que regula o desenvolvimento dos embriões somáticos nesta 

espécie. Desta forma, no presente trabalho estudou-se como o controle do 

ciclo celular afeta o crescimento, morfologia e o conteúdo endógeno de PAs, 

NO e carboidratos em duas linhagens celulares de A. angustifolia , com 

diferentes capacidades para o desenvolvimento de embriogênese somática. 
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Verificou-se que o inibidor SP600125 na concentração de 10 µM inibiu o 

crescimento das culturas celulares de ambas as linhagens de A. angustifolia , 

enquanto a concentração de 1 µM não apresentou inibição do crescimento, 

com crescimento similar ao controle (Figuras 6, 7, 8, 9 e 10). Estes resultados 

sugerem que a maior concentração atuou na inibição do ciclo de divisão 

celular, possivelmente, sobre homólogo da proteína Mps1, conforme 

demonstrado para AtMps1, em A. thaliana (De Oliveira et al., 2012). Este 

inibidor atua na inibição da proteína Mps1 em animais (Chu et al., 2008), 

competindo pelo sítio de ligação do ATP e desta forma impede a atividade 

quinase desta proteína (Chu et al., 2008; De Oliveira et al., 2012). Em plantas, 

foi descrita pela primeira vez o efeito deste inibidor sobre a inibição no 

crescimento de raízes em A. thaliana (De Oliveira et al., 2012). Estes autores 

mostraram que este inibidor atua na inibição do crescimento de raízes, em 

concentrações 0,01, 0,1 e 5 µM, sendo que a concentração de 5 µM foi 

totalmente inibitória e concentrações entre 0,01 e 0,1 µM apresentaram efeito 

inibitório revertido com o tratamento das plantas utilizando Ácido Indol-3-

acético (AIA). Estes autores sugerem que AtMps1 pode ser um regulador na 

sinalização de AIA para a formação de raízes secundárias em A. thaliana, e 

que Mps1 pode se um componente universal da maquinaria de verificação da 

montagem do fuso mitótico entre linhagens distantes de eucariotos. Embora 

tenha sido descrito para espécies de angiosperma, esta proteína ainda não foi 

evidenciada em gimnosperma. O sistema de embriogênese somática em A. 

angustifolia já vem sendo utilizado como modelo para a elucidação de eventos 

ocorridos no desenvolvimento celular e pode ser utilizado para demonstrar o 

papel desta proteína neste processo morfogenético. 

A inibição da atividade da Mps1 compromete a transição da fase G2 para a 

fase M do ciclo de divisão celular e impede sua finalização (Chu et al., 2008; 

De Oliveira et al., 2012). Embora, neste trabalho, tenham sido identificadas as 

fases da curva de crescimento por VCS das duas linhagens de A. angustifolia , 

não é conhecido em que fase do ciclo celular encontram-se as culturas 

celulares nestas diferentes fases da curva de crescimento. Neste sentido, a 

realização de estudos futuros visando conhecer as fases do ciclo celular nestas 

linhagens, nos diferentes tratamentos com o inibidor, é fundamental para 

entender como o inibidor está atuando nesta espécie.  
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A curva de crescimento por VCS é utilizada para analisar o crescimento em 

culturas em suspensão celular desta espécie (Silveira et al., 2006; Osti et al., 

2010). O perfil de crescimento apresentado na análise por VCS para as duas 

linhagens no presente trabalho é semelhante ao obtido em meio LP por Astarita 

e Guerra (1998) e em meio BM por Silveira et al. (2006) e Osti et al. (2010), 

para A. angustifolia , identificando-se as diferentes fases da curva de 

crescimento para o controle e 1 µM do inibidor (Figura 6), enquanto para a 

maior concentração não houve crescimento das culturas, não tendo sido 

identificadas estas fases. 

Além de interferir na evolução da curva de crescimento, verificou-se no 

presente estudo que a maior concentração do inibidor (10 µM) afetou a 

morfologia das culturas celulares em especial da linhagem MSG (Figura 11), 

apresentando PEMs menores comparativamente às concentrações controle e 1 

µM. As PEMs de A. angustifolia apresentam dois tipos celulares: células 

embriogênicas que darão origem ao embrião propriamente dito, e células 

suspensores, com importante papel de fornecer nutrientes às células 

embriogênicas durante o desenvolvimento do embrião (Silveira et al., 2006). 

Durante a maturação das culturas embriogênicas ocorre uma redução no 

número de células suspensores e a diferenciação do embrião somático a partir 

das células embriogênicas (Andrade, 2010). Em Piceaglauca foi verificado uma 

redução no número de células suspensores após quatro semanas de 

exposição com ABA (Businge et al., 2012) e a eliminação destas células ocorre 

via morte celular programada (Bozhkov et al., 2005). Neste sentido, pode-se 

sugerir que a maior concentração do inibidor na linhagem MSG resultou 

também em uma redução da morfologia das PEMs, que poderia simular o 

processo que ocorre durante a maturação de culturas embriogênicas, induzida 

por promotores como ABA, PEG e maltose.  

 Relacionando os resultados de crescimento por VCS e MF/MS, e 

morfologia celular das PEMs, observa-se diferenças entre estes parâmetros 

comparando-se as duas linhagens. PEMs de culturas celulares da linhagem 

BM são menores e apresentam maior crescimento que as células da linhagem 

MSG. Estes resultados estão de acordo com os obtidos por Andrade (2010), 

que também verificou estas características para a duas culturas celulares em 

A. angustifolia , sugerindo que estas diferenças estão associadas a capacidade 
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para desenvolver embriões somáticos, denominando assim linhagem MSG 

como embriogênica, enquanto a BM é não-embriogênica. 

Vários compostos possuem papel fundamental durante o 

desenvolvimento da embriogênese somática, como carboidratos, NO e PAs. 

Estudos já foram realizados relacionando a fonte de carboidratos para a 

indução de culturas celulares (Lipavská e Konrádová, 2004) e nas fases do 

desenvolvimento dos embriões em meios de cultura de maturação para 

diversos sistemas vegetais como Citrus Clementina e C. sinensis (Kayim e Koc, 

2006), Acca sellowiana (Cangahuala-Inocente et al., 2009), Paspalum 

scorbiculatum (Ceasar e Ignacimuthu, 2010). Em linhagens celulares com 

diferentes graus no potencial embriogênico de coníferas também foi descrito 

diferenças no nível metabólico de alguns compostos, incluindo carboidratos 

(Businge et al., 2012). Entretanto, ainda não é conhecido o metabolismo 

endógeno destes carboidratos em linhagens celulares de A. angustifolia 

durante a multiplicação, bem como, quando submetidas à inibição da divisão 

celular. Analisou-se os níveis endógenos de carboidratos em ambas as 

linhagens celulares, MSG e BM, visando verificar o efeito do inibidor sobre o 

metabolismo destes compostos. Dentre os carboidratos analisados, identificou-

se a presença de sacarose, frutose e glicose (Figuras 13, 14 e 15), cujo perfil 

foi afetado pelos tratamentos e pelas linhagens celulares. 

 O conteúdo de sacarose aumentou durante a fase lag (até o 6º dia) 

(Figura 13), sugerindo a incorporação deste carboidrato a partir do meio de 

cultura para as duas linhagens nos tratamentos controle e 1 µM do inibidor. 

Após o 6º dia de incubação, verificou-se uma redução no conteúdo deste 

carboidrato nas fases exponencial e estacionária de crescimento, mostrando 

que após ter sido incorporado, o mesmo foi utilizado para o metabolismo 

celular durante o crescimento das culturas celulares nestas linhagens. A 

sacarose, considerada o principal produto da fotossíntese, está envolvida em 

diversos eventos do desenvolvimento celular, sendo a melhor forma para a 

translocação de carbono e o principal substrato para o metabolismo (Farrar et 

al., 2000). Adicionalmente, estudos tem mostrado que a sacarose possui 

também um importante papel na sinalização e regulação da embriogênese 

somática. Em Abies cephalonica a adição de sacarose ao meio de maturação 

aumentou em torno de 66% a taxa de conversão de células embriogênicas em 
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embriões somáticos (Krajnáková et al., 2009). Além disso, este carboidrato 

pode atuar como fator de regulação da maturação de embriões somáticos de 

Picea mariana e Picea glauca através de sua ação como sinal para a síntese 

de proteínas de armazenamento (Iraqi e Tremblay, 2001). Em culturas 

celulares de P. taeda, a presença de sacarose endogéna foi relacionada com a 

capacidade de desenvolvimento de embriões maduros normais (Robinson et 

al., 2009). A sacarose também está envolvida em processos que controlam o 

ciclo celular, estudos com A.thaliana demonstraram que a presença deste 

carboidrato induz a expressão de ciclinas tipo D (CycD2 e CycD3) que atuam 

na fase G1/S do ciclo de divisão celular (Riou-Khamlichi et al., 2000). Neste 

sentido, pode-se supor que a incorporação de sacarose durante a fase lag é 

fundamental para sinalizar a indução da divisão celular na fase exponencial de 

crescimento, atuando possivelmente na transição da fase G1/S em culturas 

celulares de A. angustifolia mantidas no controle e 1 µM. Verificou-se que a 

inibição da divisão celular no tratamento com 10 µM de inibidor resultou num 

decréscimo acentuado nos níveis de sacarose para a linhagem MSG, enquanto 

para a linhagem BM, houve uma incorporação nos 6 primeiros dias, seguido de 

decréscimo (Figura 13). Este decréscimo no conteúdo de sacarose pode ter 

resultado no acúmulo de frutose e glicose (figuras 14 e 15), produtos da quebra 

da sacarose, neste tratamento para as duas linhagens estudadas de A. 

angustifolia . Nas plantas, frutose e glicose endógenas podem ser derivadas a 

partir da hidrólise da sacarose, o que ocorre em reações catalisadas pelas 

enzimas invertases como a β-fructofuranosidase ou sacarose sintase (Sturm, 

1999). Em culturas celulares embriogênicas de Picea mariana foi constatado 

que o acúmulo de sacarose estimulou a ativação de enzimas invertases, tanto 

no interior das células quanto liberadas no meio de cultura, e 

consequentemente ocorreu um aumento nos conteúdos de frutose e glicose 

(Iraqi et al., 2005). Em culturas celulares de Taxus brevifolia (Wickremesinhe e 

Arteca, 1994) e de cana-de-açúcar (Saccharum spp.) (Fim, 2009). A hidrólise 

de sacarose também foi associada à disponibilidade de glicose e frutose. De 

modo geral, a glicose é apontada como um regulador chave em vários 

processos, incluindo o desenvolvimento de raiz e caule e crescimento da parte 

aérea, floração; respostas ao estresse e senescência (Moore et al., 2003). 

Embora estas funções estejam descritas, sua participação na embriogênese 
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ainda não está esclarecida. Pouco se sabe sobre a atuação de outras hexoses, 

como por exemplo a frutose, no desenvolvimento vegetal. Estudos relataram 

que a presença de elevados níveis de frutose, antes da maturação de culturas 

embriogênicas, estão associados com a formação de embriões somáticos 

anormais em linhagens celulares que não apresentam competência para a 

embriogênese em P. glauca (Businge et al., 2012).  

No presente trabalho, os níveis de frutose (Figura 14) e glicose (Figura 

15) apresentaram um perfil similar durante o período de incubação para os 

tratamentos controle e 1 µM do inibidor para as linhagens celulares utilizadas, 

com tendência em redução do conteúdo ao final da incubação. Em estudos 

utilizando culturas celulares de cana-de-açúcar foi observado que nas culturas 

celulares embriogênicas os conteúdos de frutose e glicose variam de forma 

semelhante entre si ao longo do cultivo (Fim, 2009). Um padrão similar foi 

também observado em análises realizadas com Acca sellowiana (Pescador et 

al., 2008) e em sementes de P. taeda (Pullman e Buchanan, 2008). Em A. 

sellowiana, os autores observaram que na embriogênese somática os níveis de 

frutose e glicose diminuem similarmente ao longo da incubação. Em sementes 

de P. taeda foi demonstrado que apesar dos teores de glicose serem inferiores 

ao de frutose, a variação de seus conteúdos foram semelhantes. Entretanto, no 

presente trabalho o tratamento que inibiu o crescimento celular (10 µM) 

resultou num acréscimo do conteúdo destes carboidratos (frutose e glicose) 

durante a incubação, sendo mais acentuado para a linhagem BM. Este 

resultado sugere que a inibição da divisão celular pode resultar num acúmulo 

destes compostos, o qual pode ser devido ao baixo metabolismo destas 

células. Estudos mostram que estes açúcares podem ser armazenados quando 

não utilizados em processos metabólicos das células (Taber et al.,1998; 

Lipavská e Konrádová, 2004). Além disso, o acúmulo observado em frutose e 

glicose nas linhagens celulares de A. angustifolia pode ser decorrente da 

degradação de sacarose por invertases (Iraqi et al., 2005), cujas concentrações 

deste carboidrato foram menores no tratamento com 10 µM do inibidor 

comparativamente com o controle e 1 µM, em que se observou maior conteúdo 

de glicose e frutose (Figuras 13 a 15). 

 Comparando-se as duas linhagens, os maiores níveis de frutose e 

glicose observados nas células da linhagem MSG em relação à linhagem BM 
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podem estar relacionados ao potencial embriogênico da linhagem MSG. Este 

resultado está baseado nas observações de Nieves e colaboradores (2003). 

Estes autores demonstraram que, em calos embriogênicos de cana-de-açúcar 

(Saccharum sp. var CP-5243), o conteúdo de glicose e frutose era superior em 

relação aos calos não embriogênicos. O metabolismo de carboidratos em 

várias linhagens com diferença na competência para o desenvolvimento de 

embriões somáticos também foi analisado em P. abies (Businge et al., 2012). 

Nesta espécie, a linhagem celular que originava o maior número de embriões 

normais, sendo assim classificada como competente para maturação, 

apresentava níveis superiores de sacarose endógena. Ao contrário, a formação 

de embriões anormais foi associada com altos níveis de frutose endógena 

durante diferenciação do embrião (Businge et al., 2012). 

Para elucidar melhor o metabolismo de carboidratos durante o controle 

do ciclo celular nas linhagens em estudo seria importante uma análise do 

conteúdo destes compostos no meio de cultura. Esta análise permitiria 

correlacionara incorporação e ou degradação de compostos que possam ter 

ocorrido do meio de cultura e culturas celulares ao longo da incubação. Neste 

sentido, estudos futuros devem ser realizados para verificar o perfil de 

carboidratos no meio de cultura ao longo do cultivo nestes diferentes 

tratamentos, nas linhagens celulares estudadas. 

 O metabolismo de NO também tem sido correlacionado com vários 

processos morfogenéticos, incluindo a embriogênese somática (Silveira et al., 

2006; Osti et al., 2010; Vieira et al., 2012) e o controle da divisão celular 

durante este processo (Otvos et al., 2005). O NO é uma molécula bioativa que 

atua como um mensageiro intra e intercelular para induzir vários processos em 

plantas, incluindo a germinação, indução da morte celular e resposta a 

estresses bióticos e abióticos, bem como a regulação de estômatos e da 

fotossíntese (Kuznetsov et al., 2006; Besson-Bard et al., 2008). O NO também 

participa da regulação do ciclo de divisão celular, ele atua mediando a indução 

do gene da ciclina CYCD3;1 e a repressão do inibidor do gene da quinase 

dependente de ciclina (CDK) KRP2, no início da formação dos primórdios de 

raízes laterais em Solanum lycopersicum (Correa-Aragunde et al., 2006). Em 

protoplastos de alfafa (Medicago sativa) foi demonstrado que o NO atua na 

ativação do ciclo celular aumentando a quantidade e a atividade de CDKs 
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associadas a transição G1/S do ciclo celular (Otvos et al., 2005). No presente 

trabalho, verificou-se que o conteúdo endógeno de NO é afetado pelo pela 

inibição do ciclo celular, sendo este efeito mais acentuado com a maior 

concentração do inibidor (10 µM) (Figuras 16 e 17). Verificou-se uma redução 

no conteúdo de NO a partir do 6º dia comparativamente com os demais 

tratamentos. Esta redução nos níveis de NO pode ser responsável pelo não 

crescimento das culturas neste tratamento, uma vez que este composto é 

importante para a sinalização da divisão celular, promovendo o crescimento em 

culturas embriogênicas de A. angustifolia , conforme demonstrado por Osti et 

al. (2010). Estes autores mostraram que a adição de NO promove um maior 

crescimento das culturas, sugerindo que o NO pode estar associado na 

regulação do ciclo celular ativando a produção de ciclinas importantes para a 

progressão do ciclo celular, conforme demonstrado por Correa-Aragunde et al. 

(2006). Em estudos realizados comcélulas de protoplastos de alfafa (Medicago 

sativa) foi observado que o NO estimula a ativação da divisão celular e a 

formação de células embriogênicas na presença de auxinas, confirmado pela 

expressão do gene SERK “Somatic Embryogenesis Receptor Kinase” um 

marcador da capacidade embriogênica nesta espécie (Osti et al., 2010). Estes 

autores observaram que ao adicionar no meio de cultura um inibidor da síntese 

de NO, a entrada das células no ciclo de divisão foi bloqueada, porém não 

impedia a progressão do ciclo celular nas células que já haviam iniciado o 

processo, indicando assim que o NO é necessário para que as células entrem 

em divisão (Otvos et al., 2005). Neste trabalho, a promoção, pelo uso de 

doador de NO, e inibição, pelo uso de inibidor da síntese de NO, da ativação do 

ciclo celular foi correlacionado com a quantidade e a atividade de quinases 

dependente de ciclina (CDK) associadas à transição G1/S do ciclo celular. O 

efeito inibitório do L-NMMA (L-NG-monomethyl-L-arginine) pode ser revertido 

pela aplicação de doador de NO, indicando que o decréscimo na atividade da 

CDK mediado pelo L-NMMA é dependente de NO. 

 Na linhagem MSG o conteúdo endógeno de NO apresentou um aumento 

a partir do 15º dia (fase exponencial) nas células embriogênicas e do 

suspensor (Figuras 16A e 17A). Este aumento pode estar relacionado com a 

indução da divisão celular que ocorre na fase exponencial de crescimento 

nesta linhagem. Esta hipótese está baseada em estudos anteriores realizados 
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com esta espécie, onde foi demonstrado que o NO em atua como um sinal 

para o crescimento em culturas celulares de A. angustifolia mantidas em 

suspensão (Osti et al., 2010). Estes autores verificaram que a adição de 

doadores de NO ao meio de cultura promoveu um acréscimo no crescimento 

das culturas, observando maior crescimento no final da fase exponencial, 

sugerindo um estímulo da divisão celular.  

Foi observado, no presente trabalho, para ambas as linhagens, um 

maior conteúdo de NO nas células embriogênicas comparativamente as do 

suspensor. Este resultado está de acordo com os observado para esta espécie 

em estudos anteriores (Silveira et al., 2006; Osti et al., 2010). Estes autores 

sugerem que a presença de NO pode ser responsável pela manutenção da 

polaridade das PEMs para a formação do embrião em A. angustifolia .  

 Comparando o conteúdo de NO entre as linhagens podemos perceber 

que a linhagem MSG apresenta o conteúdo de NO muito superior aqueles 

apresentados pela linhagem BM em todas as fases do crescimento, este fato 

pode indicar que a capacidade de multiplicação relacionada ao NO pode 

influenciar a competência das culturas celulares em A. angustifolia . A 

quantidade de NO em culturas embriogênicas desta espécie foi associado ao 

metabolismo de PAs (Silveira et al., 2006). Estes autores verificaram que a 

adição de Spd e Spm ao meio de cultura diminuem o conteúdo de NO, 

enquanto a Put aumenta o conteúdo de NO intracelular, e consequentemente, 

estimula o crescimento das culturas embriogênicas em A. angustifolia . 

 As PAs são compostos alifáticos de baixo peso molecular, carregados 

positivamente, facilitando a sua interação com macromoléculas como DNA e 

RNA, fosfolipídios, componentes da parede celular e proteínas (Baron e 

Stasolla, 2008). Apesar de serem encontradas nas células vegetais em níveis 

mais elevados do que os hormônios, atualmente as PAs são consideradas 

como tipos de reguladores de crescimento ou mensageiros secundários em 

vários processos, incluindo formação de raízes (Watson et al., 1998), iniciação 

floral (Panicot et al., 2002), senescência (Bais e Ravishankar 2002), respostas 

aos estresses abióticos e bióticos (Kuznetsov et al., 2006), assim como no 

controle da divisão celular (Maki et al., 1991), no metabolismo de NO (Silveira 

et al., 2006) e na embriogênese somática (Silveira et al., 2006; Santa-Catarina 

et al., 2007).  
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 A concentração total e as razões entre PAs individuais variam 

dependendo da espécie, órgão e tecido vegetal e, também, do estádio de 

desenvolvimento (Kuznetsov et al., 2006). No presente trabalho a PA 

predominante para as duas linhagens em todos os tratamentos foi a Put, 

seguida de Spd e Spm (Figuras 18 e 19). Em estudos realizados com culturas 

celulares desta espécie também foi verificado o mesmo padrão quando a PAs 

foram comparadas (Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007), e este padrão 

favorece a divisão celular nesta espécie sendo característico durante a etapa 

de multiplicação (Steiner et al., 2005). Estes estudos sugerem o importante 

papel da Put para a ativação da divisão celular, estimulando o crescimento das 

culturas celulares em A. angustifolia , enquanto as PAs Spd e Spm estariam 

relacionadas com a diferenciação celular e maturação das PEMs (Silveira et al., 

2006).  

  A Put também foi relacionada com a progressão do ciclo celular em 

estudos com Catharantus roseus (Maki et al., 1991). Estes autores mostraram, 

com o uso de inibidores da biossíntese de Put, que a proliferação celular foi 

interrompida e as células se encontraram estacionadas na transição da fase 

G1/S. Os autores ainda sugeriram a possibilidade de que a Put atue também 

na transição entre as fases G2/M, indicando que esta PA pode desempenhar 

papéis mais importantes na ativação e progressão do ciclo celular 

comparativamente às outras PAs. Nos resultados obtidos no presente estudo 

foi verificado para ambas as linhagens nos tratamentos com 0 e 1 µM do 

inibidor um aumento no conteúdo de Put durante as fases exponenciais, 

enquanto os níveis de Spd e Spm permaneceram constantes ao longo da 

incubação (Figuras 19 e 20). Este resultado sugere a atuação da Put na divisão 

das culturas celulares em A. angustifolia , promovendo a transição das fases do 

ciclo celular. Em contrapartida, nas culturas celulares com 10 µM do inbidor 

ocorreu um decréscimo no conteúdo de todas as PAs (Figuras19 e 20) 

associado ao decréscimo do crescimento em destas culturas (Figuras 6, 7 e 8). 

A diminuição acentuada e contínua das PAs, principalmente da Put, pode estar 

associada ao fato das culturas celulares com maiores concentrações do 

inibidor não apresentarem divisão celular, não ocorrendo o estímulo da 

ativação e progressão do ciclo celular devido a ausência de Put neste 

tratamento. 
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 Vários estudos mostram que a razão de PAs [Put/(Spd+Spm)] parece 

ser mais importante para a competência embriogênica do que os seus níveis 

absolutos (Shoeb et al., 2001). Verificou-se no presente estudo que as 

diferentes concentrações do inibidor não alteraram a razão entre as PAs, cujos 

valores foram similares entre os tratamentos dentro de cada linhagem celular 

em A. angustifolia (Figura 21). Entretanto, comparando esta razão entre as 

duas linhagens utilizadas (MSG e BM), verificou-se que esta razão é maior nas 

células da linhagem BM (não embriogênica) quando comparada com a 

linhagem MSG (com capacidade embriogênica). Este resultado está de acordo 

com os encontrados em culturas de cana-de-açúcar em que, as culturas 

embriogênicas possuem uma razão menor entre estas PAs do que as culturas 

não embriogênicas (Macedo, 2010). O autor relaciona a incapacidade de 

reduzir o conteúdo de Put com a perda da competência na fase de maturação 

das culturas (Macedo, 2010). Quando comparado o conteúdo de PAs totais 

(Figura 18) entre as linhagens, observou-se para todos os tratamentos 

conteúdos superiores na linhagem BM comparativamente à linhagem MSG. 

Adicionalmente, este resultado associado ao maior conteúdo de Put (Figura 19) 

na linhagem BM pode ter resultado no maior crescimento das células nesta 

linhagem comparativamente à linhagem MSG (Figura 6). Em estudos 

realizados em culturas de calos de cana-de-açúcar, os níveis de PAs totais foi 

superior em culturas não embriogênicas comparativamente às embriogênicas 

(Fim, 2012). As PAs, além de estarem presentes na forma livre, podem se 

conjugar com pequenas moléculas tais como ácidos cinâmicos e compostos 

fenólicos (Bouchereau et al., 1999; Kuznetsov et al., 2006). Trabalhos indicam 

que a presença e a interconversão de formas livres e conjugadas de PAs 

contribuem para o desenvolvimento e crescimento do vegetal (Biondi et al., 

2001). No presente trabalho foi possível analisar o conteúdo e o tipo das PAs 

presentes no meio de cultura ao longo da incubação nos diferentes tratamentos 

(Figuras 19 e 20), verificando-se que ocorre uma liberação de PAs das células 

para o meio de incubação. Esta liberação aumenta no final da incubação para 

os tratamentos da linhagem MSG ou mantém níveis similares como na 

linhagem BM, verificando-se em alguns casos que os níveis de PAs liberadas 

no meio de cultura foi superior aos encontrados no interior das células (Figuras 

19D, 19F e 20E). Estes resultados sugerem uma regulação nos níveis de PAs 
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livres pela liberação destas ou pela sua conjugação reversível com os ácidos 

fenólicos e ligações covalentes com macromoleculas (Bais e Ravishankar, 

2002; Kuznetsov et al., 2006), e podem auxiliar na modulação do crescimento 

das culturas celulares nas diferentes linhagens em A. angustifolia . No entanto, 

a função da conjugação de PAs na embriogênese somática ainda não está 

esclarecida, e o seu conteúdo não foi analisado no presente estudo. 

 No presente estudo foi possível observar que o inibidor SP600125 atua 

na inibição da divisão celular em concentrações superiores a 10 µM, 

modulando o crescimento, morfologia e conteúdo endógeno de PAs, 

carboidratos e NO em linhagens celulares de A. angustifolia . Estes estudos 

forneceram resultados inéditos e importantes sobre o metabolismo destes 

compostos durante o controle do ciclo celular em culturas celulares com 

diferentes potenciais para a embriogênese somática, que poderá ser utilizado 

para melhor entender as fases de multiplicação e maturação das culturas 

embriogênicas em A. angustifolia e outras espécies de interesse.  
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7 CONCLUSÕES 

 
 No presente estudo pode-se concluir que o composto SP600125 na 

concentração de 10 µM inibiu a divisão celular, reduzindo o crescimento e a 

multiplicação das culturas celulares das linhagens BM e MSG mantidas em 

suspensão, comparativamente ao controle e 1 µM.  

 Nas células tratadas com 1 µM do inibidor não foi possível afirmar se 

houve a inibição da evolução do ciclo celular, uma vez que o crescimento 

celular e o perfil de metabólitos analisados foi similar ao controle. 

 Com a utilização da maior concentração do inibidor (10 µM) as culturas 

apresentaram redução no tamanho das células embriogênicas, principalmente 

na linhagem MSG. 

 A inibição da divisão celular afetou o metabolismo de carboidratos, PAs 

e NO nestas linhagens celulares, reduzindo o conteúdo destes compostos.  

 Comparando-se as duas linhagens celulares, verificou-se diferenças no 

perfil de metabólitos analisados, no qual a linhagem BM apresentou teores de 

frutose, glicose e NO inferiores aos encontrados para linhagem MSG, assim 

como também podemos observar que as células das culturas não 

embriogênicas possuem tamanho inferior quando comparadas com as células 

embriogênicas. Por outro lado, o conteúdo de PAs livres endógenas e a razão 

(Put/Spd+Spm) observados na linhagem BM, não embriogênica, foi superior 

aos da linhagem embriogênicas (MSG). 
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