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RESUMO 

Durante grande parte do século XX a Araucaria angustzfolia (Bert.) O. Kuntze, 
Araucariaceae), foi a espécie madeireira nativa mais. importante do sul do Brasil. 

Xtualmente, restam pequenos fragmentos desta espécie. Neste sentido, se faz necessário o 
lesenvolvimento de técnicas que viabilizem a conservação e o melhoramento genético. Em 
:oniferas, a embriogênese somática destaca-se como uma altemativa viável para a obtenção 
le genótipos elite, permitindo a captura e a fixação do ganho genético e a propagação massal 
le genótipos superiores. No presente trabalho, estudaram-se alguns pontos de controle do 
lesenvolvimento embrionário em A. angustifolia, visando o estabelecimento de um protocolo 
iara a obtenção de embriões somáticos. Culturas embriogênicas foram induzidas a partir de 
:mbriões zigóticos pré-cotiledonares excisados de sementes provenientes de três diferentes 
genótipos, em cinco datas de coleta. Os embriões zigóticos foram inoculados em meio de 
:ultura indutivo LP (von Arnold & Eriksson, 1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991) 
iuplementados ou não com 2,4-D (5 uM), BAP (2 uM) e Kin (2 |.iM). A maior freqüência de 
ndução de culturas embriogêiiicas foi obtida na primeira coleta (23,33 %) e o genótipo B 
ipresentou a melhor perfomance (19,99 %). O genótipo da planta doadora e o estádio de 
lesenvolvimento do explante influenciaram significativamente a freqüência de indução. A 
Formulação salina empregada e a presença ou não de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin) não 
.nfluenciaram significativamente a fieqüência de indução. Na fase de manutenção, as culturas 
embriogênicas foram mantidas em ciclos contínuos de subcultivo (20 dias) em meio semi- 
sólido ou líquido. Nas culturas embriogênicas induzidas na presença de fitorreguladores 
utilizou-se o meio de cultura LP e BM suplementados com 2,4-D (2 |.iM), BAP (1 i1M) e Kin 
(1 uM). Culturas embriogênicas induzidas sem a suplementação de fitorreguladores foram 
subcultivadas no mesmo meio de cultura utilizado na fase de indução. Análises histoquímicas 
das culturas embriogêiiicas evidenciaram tipos celularesdistintos e pró-embriões somáticos 
em diferentes estádios de desenvolvimento. Na fase de maturação, foram testados fontes e 
níveis de fitorreguladores: ABA (O-60 pM), BAP (0-2,5 uM) e Kin (O-2,5 uM); agentes 
osmóticos PEG 3350 (0-9 %), PEG 8000 (0-6 %), BSA (0-3 g.L`l) e inositol (0-1 %), maltose 
(0-9 %). Dos tratamentos testados, apenas a combinação de PEG 3350 (6-9 %) e maltose (6-9 
%) foi efetiva no desenvolvimento de embriões somáticos nos estádios 1 e 2 de 
desenvolvimento. Durante a fase de manutenção, foram realizados estudos sobre alguns 
parâmetros de crescimento de suspensões celulares de linhagens celulares embriogênicas 
induzidas e mantidas ou não na presença de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin). Analisou-se 
o crescimento das linhagens celulares embriogênicas através da técnica de sedimentação, 
determinação dos valores de pH e concentração de glucose no meio de cultura e quantificação 
de proteínas extracelulares. Além disso, foi determinado o perfil protéico das linhagens 
celulares embriogênicas induzidas e mantidas ou não com fitorreguladores (2,4~D, BAP e 

Kin), e de embriões zigóticos cotiledonares e seus respectivos megagametófitos através de 
eletroforese em gel de poliacrilamida. Após 42 dias de cultivo, as suspensões celulares 
BM0202 e BMz212 apresentaram um crescimento médio semelhante (0,92 e 0,95 mL/dia 
respectivamente), contudo o padrão de desenvolvimento nas fases da curva de crescimento foi 
diferenciado. O valor do pH do meio de cultura nas suspensões celulares BM0202 e BMz212 
sofreu uma queda progressiva ao longo do período de cultivo, mantendo-se em níveis mais 
altos na suspensão isenta de fitorreguladores (BM0202). O perfil de concentração de glucose 
no meio de cultura também foi diferenciado nas suspensões BM0202 e BMz212, entretanto 
ficou evidente para as duas suspensões celulares o consumo preferencial de frutose nos 
estádios iiiicias de crescimento. O perfil de excreção de proteínas extracelulares foi similar
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›ara as suspensões celulares BMOZOZ e BMz2l2 contudo, nos períodos de cultivo analisados, 
1 concentração de proteínas extracelulares foi maior na suspensão celular isenta de 
itorreguladores (BM0202). A eletroforese de proteínas totais revelou não haver grandes 
iiferenças no perfil protéico apresentado entre as linhagens celulares embriogênicas mantidas 
ia presença ou ausência de fitorreguladores, tanto para os megagametófitos quanto para os 
embriões zigóticos cotiledonares. Entretanto, quando se compararam os perfis apresentados 
:elo material in vivo e in vitro foram encontradas claras diferenças nos perfis protéicos, sendo 
estas diferenças provavelmente relacionadas a estádios especificos do desenvolvimento 
embrionário.

~
~
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ABSTRACT 

During great part of the XX* century, A. angustifolía (Bert.) O. Kuntze 
(Araucariaceae) was the most important woody species from South Brazil. Nowadays, only 
relicts of the natural vegetation with this species are found. Therefore, it is necessary the 
development of techniques to provide it's conservation and genetic improvement. In conifers 
somatic embryogenesis is a reliable option for obtains elite genotypes, allowing the capture 
and fixation of the genetic gain and the massal propagation of selected genotypes. In the 
present work, controls points of the embryogenic development in A. angíusizfolia were 
studied, seeking the establishment of a somatic embryogenesis protocol. Embryogenic 
cultures were initiated from pre-cotyledonary zygotic embryos excised from seeds proceeding 
fi'om three different genotypes and five harvest dates. Zygotic embryos were inoculated in 
inductive culture medium LP (von Arnold and Eriksson, 1981) and BM (Gupta and Pullman, 
1991) supplemented or not with growth regulators 2,4-D (5 p.M), BAP (2 uM) and Kin (2 
uM). The highest induction frequency of embryogenic cultures was obtained in the first 
harvest date (23,33 %) and the B genotype showes the best performance (19,99 %). The 
genotype of the mother tree and the developmental explant stage affected the induction 
fiequency. The basal medium composition and the presence or absence of growth regulators 
did not influence the induction fiequency. In the maintenance phase, embryogenic cultures 
were maintained at continuous repetitive cell cycles (20 days) insemi-solid or liquid medium. 
Embryogenic cultures initiated in the culture medium with growth regulators were maintained 
on LP and BM culture medium supplemented with 2,4-D (2 p.M), BAP (1 |.tM) and Kin (1 
uM). Embryogenic cultures initiated in culture medium without growth regulators were 
maintained in the same culture medium composition used in the induction phase. 
Histochemical staining of embryogenic cultures demonstrated different cell types and somatic 
pro-embryos with different stages of development. In the maturation phase, it was tested 
different types and levels of growth regulators ABA (O-60 uM), BAP (0-2,5 uM), and Kin (O- 
2,5 uM); osmotic agents PEG 3350 (0-9 %), PEG 8.000 (0-6 %), BSA (O-3 g.L`1) and inositol 
(0-1 %); maltose (0-9 %). Only the treatment containing PEG 3350 (6-9 %) and maltose (6-9 
%) was efiective for the progression of somatic embryos to developmental stages land 2. 
During the maintenance phase, it was studied some growth parameters in embiyoger1ic¬c<-:ll 
lines maintained in the presence or absence of growth regulators. It was *evaluated the growth 
of embryogenic cell lines through sedimentation technique, determination of pH values and 
glucose levels in the cell suspension medium, as well the quantification of extracellular 
proteins. Furthermore it was assayed the protein profile of embriogenic cultures initiated and 
maintained in culture medium with or without growth regulators, as well cotyledonary zygotic 
embryos and megagametophytes through polyacrilamide gel electrophoresis. After 42 days of 
culture, embryogenic cell suspension lines BM0202 and BMz2l2 showed similar growth 
pattem (O,92 and 0,95 mL/day respectively), however the growth profile in the phases of the 
growth curve was different. The pH value in the cell suspension medium of both, the BM02O2 
and BMz212 undergo progressive reduction during culture period, showing high levels in the 
cell suspension medium fiee of growth regulators (Bl\/10202). Also, the glucose concentration 
profile in cell suspension medium was different in both cell suspension lines, BM0202 and 
BMz212. It was evident for the two suspension lines the preferential consumption of fructose 
in the initial stage of the growth curve. Extracellular protein profile was similar to 

embryogenic cell suspension lines BM02O2 and BMz212. However, in the evaluated- culture 
period the concentration of extracellular proteins was superior in the cell suspension medium 
free of growth regulators (BM0202). Protein electrophoresis did not reveal differences in the 
protein profile in embryogenic cell lines maintained in culture medium with or without grow
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egulators, as well as for megagametophytes and zygotic embryos. However, when comparing 
›rotein profile in vivo and in vitro material it was possible to detect differences in the protein 
›rofiles.
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SITUAÇÃO Do PROBLEMA 

Considerações sobre a espécie 

A Araucaria angustzfolia (Bert) O. Kuntze, é uma espécie arbórea da família 

Araucariaceae. É conhecida pelos nomes comuns de pinheiro-do-paraná, pinheiro brasileiro, 

araucária ou pinheiro, sendo a única espécie de seu gênero com ocorrência natural no Brasil 

(Shimizu & Oliveira, 1981). Árvore de tronco reto, com 10 a 35 metros de altura e diâmetros 
de 50 a 120 centímetros, excepcionalmente mais, com uma copa corimbiforme que emerge do 

dossel, imprimindo à formação uma aparência característica (Iarenkow, 1999). Sua madeira, 

cuja tonalidade vai do amarelado ao pardacento-, tem superñcie brilhante sendo leve e macia 

(Longhi, 1993). 
'

_ 

Esta espécie fornece madeira de alta qualidade para construções em geral, trabalhos de 

caixotaria, fabricação de móveis, laminados, polpa e outros usos. Sua madeira contém 58,3% 

de celulose e 28,5% de lignina, produzindo papel de alta qualidade. A resina exsudada 
principalmente da casca, serve para a fabricação de vernizes, terebentina, acetona, ácido 

pirolenhoso e outros produtos químicos. As sementes apresentam alto valor nutricional e são 

consumidos por humanos, animais domésticos e pela fauna silvestre (Carvalho, 1994; 

Shimizu & Oliveira, 1981). 
A araucaria foi, durante parte significativa deste século, a espécie madeireira nativa 

mais importante do sul do Brasil (Guerra, 1993). A exploração das reservas naturais da A. 
angustiƒolia obrigou o govemo brasileiro a encorajar programas de reflorestamento com 

espécies exóticas de coníferas, principalmente Pinus elliottii e Pinus taeda. Para A. 

angustzfolía, a prioridade agora é a conservação das populações naturais 
remanescentes e o 

estabelecimento de programas de melhoramento visando implantar projetos de 

reflorestamento competitivos (Guerra et al., 1999b). 

Características botânicas 

A araucaria é uma planta dióica, às vezes monóica, provavelmente por trauma ou 

doença, com flores unissexuadas (Reitz et al., 1978). Os cones masculinos podem ter de 
10 a 

13 centímetros de comprimento (Seward & Ford, 1905). Os cones femininos são de formato 
globoso-ovóide, com consistência lenhosa e podem alcançar um diâmetro entre 20-25 

centímetros (Rizzini, 1976). Ocorrem nonnalmente de 400-500 esporóñlos em um cone,
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entretanto não mais do que um em vinte esporótilo é fertil. Dos que chegam a formar óvulos, 

muitos não maturam (Burlingame, 1914). 

O ciclo reprodutivo da A. angustifolia desde o carpelo primordial à semente 

compreende um período de aproximadamente quatro anos. Os estróbilos femininos iniciam 

seu desenvolvimento entre agosto e outubro do primeiro ano. O amadurecimento do pólen e a 

realização da polinização se efetua no mês de setembro do segundo ano. A fecundação ocorre 
entre os meses de outubro e dezembro do terceiro ano de desenvolvimento. Por fim, no 

período compreendido entre os meses de fevereiro e maio do quarto ano de desenvolvimento, 

ocorre o amadurecimento dos cones com posterior queda das sementes (Mattos, 1994). 

Ecologia 

' A araucaria é uma lanta erenífólia, heliófita, ioneira, característica de re iões de P P P 8 

altitude onde forma as chamadas "matas de pinhais" (Lorenzi, 1992). Em condições naturais, 
nas formações florestais primárias, o pinheiro pode apresentar o comportamento de 

secundária inicial, com regeneração natural ocorrendo apenas nas margens das florestas ou em 

clareiras grandes (Klein, 1960; Carvalho, 1994). _

» 

Segundo Reitz et al., (1978), a falha nos métodos empregados e a falta de melhores 

informes ecológicos desta espécie sobretudo no que diz respeito ao "habitat", à qualidade e 

profimdidade dos solos e clima são os principais responsáveis pelo insucesso de alguns dos 

reflorestamentos realizados no Brasil. 

Distribuição geográfica 

A ocorrência natural da A. angustzfolia no Brasil está limitada àslatitudes 19° l5'S e 

31° 30'N e às longitudes 41° 30'W e 54° 30”L (Seitz, 1986). A espécie é restrita a altitudes 
acima de 500 metros ocorrendo originalmente nos Estados do Paraná (40%), Santa 

Catarina 

(31%) e Rio Grande do Sul (25%) e como manchas esparsas no sul de São Paulo (3%), 

intemando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro, em áreas de altitudes elevadas (1%) 

(Carvalho, 1994).
` 

Atualmente as Matas de Araucária apresentam um caráter relictual, pois acerca de 

4.000 anos, quando havia maior domínio de massas de ar polares em baixas latitudes na 

América do Sul, essas florestas estendiam-se até latitudes próximas a 19° S (Filho & Kraus,
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1999). Segundo Jarenkow (1999), evidências paleoambientais sugerem que durante a última 

glaciação pleistocênica, o clima no planalto era mais frio e seco, sendo a forma relictual deste 

período. Nas condições climáticas atuais, o campo estaria cedendo espaço aos pinhais, e estes 

às florestas de caráter mais tropical. . 

Histórico 

A floresta dearaucária foi praticamente eliminada no inicio deste século devido o 

corte de toras para exportação (Ondro et al., 1995). De Hoogh (1981) levantou que em 1971, 

de 75 a 80 % do consumo de madeira para serraria era suprido pela floresta de araucária. Em 
1975, a exportação chegou a 165 mil toneladas de madeira beneficiada e, em 1978, gerava 

aproximadamente US$ 25 milhões, somente para o estado do Paraná. Já no período de 1970 a 

1978 a produção de madeira industrializada de pinheiro brasileiro alcançava 2,5 milhões de 

m3. Para suportar esta produção, 6.500 hectares de florestas primárias e 22.700 hectares de 

florestas secundárias foram exploradas anualmente entre 1974 e 1978 (De Hoogh, 1981). 

As florestas de araucária ocupavam originalmente uma área de 182.295 km2. Hoje 

encontram-se apenas fiagmentos de vegetação, 0,7 % (Longhi, 1993); 1 %. (Lima & 
Capobianco, 1997) e 1 a 2 % (Guerra et al., 1999b) de sua-área original. Esta espécie está 
incluída na lista oficial do IBAMA de espécies brasileiras ameaçadas na categoria de 

vulnerável. 

Família Araucariaceae 

Araucariaceae é uma família primitiva das gimnospermas nativa do hemisfério sul 

(Francis, 1988). A família consiste de três gêneros bem definidos: Araucaria, Agathis e 

Wollemia (Setoguchi et al., 1998). - 

Apesar 'de sua distribuição atual ser restrita ao hemisfério sul, a família Araucariaceae 

foi muito bem diversificada e amplamente distribuída em ambos os hemisférios durante a era 

mezosóica (Setoguchi et al., 1998). Este fato, aliado a maior dimensão do cone 

microsporangiado em comparação ao megasporangiado e a evidente transição do esporófilo 

são considerados indicadores de um interessante e provável grupo primitivo (Thomson, 

1907)
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Embriogênia em Araucariaceae 

A família Araucariaceae apresenta em relação às outras coníferas, características 

distintas de embriogênia (Kaur & Bhatnagar, 1983) e com alto grau de especialização 

(Buchholz, 1920). O estádio de núcleo livre é relativamente retraído, com a presença de 32 até 
64 núcleos antes da divisão intema do pró-embrião (Gifford & Foster, 1988). O núcleo livre 
não migra para base da arquegônia a exemplo do que acontece nas demais coniferas, e como 

em Ginko biloba. O pró-embrião ocupa posição central na arquegônia (Haines & Prakash, 
1980). As células pró-embrionárias da fileira superior (pU) formam o suspensor (S), e as 

células da fileira inferior (pE) originam a capa (c) e as células centrais do grupo embrional 

(tE) (Fig. ID-F) (Burlingame, 1915). Segundo Haines & Prakash, (1980) a principal diferença 
entre a embriogênia da família_Araucariaceae em relação as outras coníferas, é que as células 

da fileira mais inferior (pc) (Fig. 1D) não contribuem para formação do embrião, estando 

associadas com a organização da capa. 
Dogra (1978) observou a ausência de divisão interna nas gimnospermas mais 

primitivas, sugerindo a formação de uma plano basal de desenvolvimento mais simples do 

que o observado para as coníferas mais evoluídas (Fig. 2A-I). Entretanto, em Araucaria juss 

(Haines & Prakash, 1980) e Agathis robusta (Kaur & Bhatnagar, 1983) a divisão intema do 
pró-embrião proporciona a formação do plano basal de desenvolvimento U.S.E., composto 

pela fileira de células superior (U) fileira de células de suspensor (S) e fileira de células 

embrionária (tE) e células da capa (c) (Fig. lF-I-I). 

O número de arquegônias produzidas por um megagametófito simples em 

Araucariaceae varia consideravelmente, dependendo da espécie (Gifford & Foster, 1988). Em 
A. angustifolia, o megagametófito contém quatro células arquegoniais, as quais uma vez 

fertilizados, podem originar um número equivalente de complexos celulares pró- 

embrionários. Este fenômeno é denominado de poliembrionia simples ou poliembrionia 

polizigótica (Dogra, 1978). Devido à competição, somente um destes pró-embriões (Fig. IG) 

irá se desenvolver em um embrião maturo (Gifford & Foster, 1988). 
Nas coníferas existem duas formas de poliembrionia com respeito à origem dos 

embriões: a) simples, devido a fertilização de várias células ovo; e; b) clivagem, devido
a 

separação da fileira apical de células em quatro embriões filamentosos (Fig. 2H-I) (Buchholz, 

1926). Em Araucariaceae somente a poliembrionia simples tem sido observada (Haines & 
Prakash, 1980).
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Figura 1. Desenvolvimento do pró-embrião em Araucariaceae. A-B) desenvolvimento do 
pró-embrião durante o estádio de núcleo livre. C) pró-embrião com núcleos livres 
angulares e regularmente arranjados. D) pró-embrião primário. E) pró-embrião 
primário sofrendo divisão celular interna. F) pró-embrião secundário formado após 
a_ divisão interna. G) pró-embrião preenchendo totalmente a arquegônia. H-I) 
.embrião zigótico após alongamento do suspensor. (pu) células pró-embrionárias da 
fileira superior; (pc) capa primária; (tpe) grupo embrional primário; (u) fileira de 
células superior; (s) fileira de células de suspensor; (te). grupo embrional; (c) capa. 
Adaptado de Buchholz (1920) e Haines & Prakash (1980). 
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Desenvolvimento do pró-embrião em Pinus sp. A-C) estádio de núcleo livre. C- 
D) formação de paredes celulares e do pró-embrião primário. E) pró-embrião 
primário sofrendo divisão celular intema. F) estabelecimento das três regiões do 
pró-embrião secundário. G) alongamento das primeiras células suspensor 
embrionárias. H) separação do pró-embrião em quatro embriões potenciais 

(poliembriogênese por clivagem) e formação de células suspensor embrionárias 
adicionais. I) série de quatro embriões em competição, formados por clivagem. (pu) 
células pró-embrionárias da fileira superior; (pe) fileira de células embrionárias 
primárias; (u) fileira de células superior; (s) fileira de células do suspensor; (e) 
fileira embrionária; (es) células suspensor embrionárias; (a) ápice embrionário. 
Adaptado de Buchholz (1920) e Gifford & Foster (1988). ~
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Melhoramento Florestal e Propagação in vitro 

" As florestas são um dos mais importantes recursos naturais do mundo. Boa parte das 
espécies florestais ainda encontram-se em estádios variados de domesticação e melhoramento, 
e assim, muita da madeira consumida atualmente ainda é proveniente de florestas naturais 

(Sederoñfl 1999). A diversidade e extensão das florestas mundiais estão em declínio, e a 

tendência para o século 21 é' que o consumo atual de madeira dobre. A fim de satisfazer esta 
demanda crescente, «a produtividade florestal das terras atualmente utilizadas terá _que ser 

aumentada, enquanto que outras áreas deverão permanecer intocáveis (Gupta et al., 1993). O 
desafio para o setor florestal será manter a diversidade biológica natural nos ecossistemas 

florestais em conjunto com os plantios florestais clonais compostos de genótipos 

diversificados, selecionados para a produção de madeira e outros produtos florestais (Kriebel, 

1995)
` 

Para atender a crescente demanda mundial por produtos florestais, existe a necessidade 

da produção massal de plantios com alta performance nas mais variadas espécies. O aumento 
de produtividade é alvo de todos os setores da área florestal, não só para atender o consumo 

de uma população atualmente em expansão, mas também por contribuir para um sistema 
sustentável e, consequentemente, com estabilidade social e ambiental (Robinson, 1999). 

Métodos convencionais de seleção e melhoramento florestal oferecem apenas possibilidades 

limitadas para suprir esta demanda crescente __(Minocha & Minocha, 1995). Tecnicas de 

melhoramento convencional utilizando cruzamento controlado para transferência de 

caracteres de interesse são demorados e aliado ao longo ciclo reprodutivo das árvores tomam- 

se um sério obstáculo para o melhoramento florestal (Chalupa, 1990). 
` O uso da propagação clonal e o emprego das demais técnicas biotecnológicas serão os 

principais responsáveis pela produção dos plantios florestais necessários para as necessidades 

futuras (Thorpe & Harry, 1990). Como parte das modernas técnicas do melhoramento 

florestal, a seleção clonal seguida pela propagação massal de genótipos selecionados 

representa a principal estratégia para captura do efeito não-aditivo dos genes e maximização 

do ganho genético. Entretanto, esta estratégia tem sido impedida nas coníferas pela falta de 

um eficiente sistema de propagação clonal (Isabel & Tremblay, 1995). 
Técnicas de propagação clonal incluem o uso da estaquia e a cultura de tecidos. 

Destas, a propagação por estaquia tem se mostrado pouco eficiente. As principais restrições 

são o declínio na capacidade de enraizamento com o envelhecimento do ortete e o limitado
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número de gemas que podem ser produzidas a partir de cada planta matriz (Högberg et al., 

1998). Técnicas de cultura de tecidos podem eliminar estes problemas (Farmem et al., 1983). 

As técnicas in vitro usualmente empregadas para a propagação clonal de coníferas, 

incluem o desenvolvimento de gemas pré-existentes, a indução e o desenvolvimento de gemas 

adventícias (organogênese), e mais recentemente, a indução e desenvolvimento de embriões 

somáticos (Attree et al., 1991). 
1

_ 

A propagação clonal in vitro via organogênese é dificil e pouco eficiente para as 
coníferas, e, portanto não se constitui, ainda, numa opção viável para aplicação comercial. A 
embriogênese somática, por outro lado, representa uma altemativa para propagação massal de 
material melhorado geneticamente. Além disto, a criopreservação de culturas embriogênicas

~ 
garante a manutençao da juvenilidade do material durante os testes de campo (Klimaszewska, 

1995). - 

Embriogênese somática 

A embriogênese somática, assexual ou adventícia é o desenvolvimento de embriões a 

partir de células que não são o produto da fusão de gametas (Attree et al., 1991). A exposição 
do tecido gamético ou somático a certas condições especificas de cultura, incluindo a 

presença no meio de cultura de uma auxina, pode proporcionar a indução e diferenciação de 
tecido embriogênico (Staxén et al., 1994).' Divisão celular assimétrica, determinação celular e 

alterações na polaridade celular são condições básicas para iniciação dos embriões somáticos 

(Dodeman et al., 1997). Dois padrões gerais de desenvolvimento da embriogênese in vitro são 

comumente distinguiveis (i) embriogênese direta: os embriões originam~se diretamente do 

tecido matriz na ausência de proliferação de calo; (ii) embriogênese indireta: a proliferação de 

calo é pré-requisito. para o desenvolvimento do embrião (Sharp et al, 1980, Guerra et al., 

1999a) . 

Em condições in vitro, os embriões somáticos desenvolvem-se através de estádios 
similares aos observados na embriogênese zigótica, exceto pelo fato de que os embriões 

somáticos não tomam-se dormentes e por não ocorrer a formação de integumentos e 

endosperma para sua conservação e germinação respectivamente (Dodeman et al., 1997). O 
fato de que a estrutura e o desenvolvimento de embriões normais possam ser desenvolvidos a 

partir de células somáticas, demonstra que a programação genética para a embriogêneseze sua 

elaboração estão totalmente contidas dentro da célula 'e podem funcionar completamente na 

ausência de produtos gênicos provenientes do ambiente materno (Zimmerman, 1993).
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A regeneração de plântulas através da embriogênese somática pode ser divida em 
quatro passos: (1) iniciação de embriões somáticos a partir do explante primário, (2) 

proliferação das culturas embriogênicas, (3) maturação dos embriões somáticos e (4) 

regeneração de plântulas a partir de embriões somáticos (von Arnold et al., 1996). _ 

Uma estratégia geral a ser empregada para a indução e modulação da embriogênese 
somática encontra-se esquematizada na figura 1. O primeiro passo consiste em determinar na 
plantamatriz a melhor fonte de explantes. No ciclo A, um embrião zigótico, em estádio inicial 
de desenvolvimento, é excisado e inoculado em meio contendo 2,4-D. Estas culturas são 
normalmente mantidas no escuro e geram complexos ou massa celulares pró-embrionárias, 

que por processos de embriogênese repetitiva, resultam em um ciclo repetitivo de divisões 
celulares, formando complexos celulares suspensor-embrionários. Biorreatores podem ser 
empregados para a produção em larga escala das culturas nesta fase. No ciclo B, esses pró- 
embriões são estimulados a prosseguir o seu desenvolvimento pela retirada das auxinas no 

meio, ou pela inclusão de ABA, citocininas e de agentes que promovam um estresse 
osmótico. Nesta fase as culturas são mantidas em condições de luminosidade. Esse ciclo de 
maturação forma embriões somáticos que podem ser convertidos à plantas, ou que podem 
então serem encapsulados para' obtenção de sementes sintéticas (Guerra et al, 1999a). › 

O uso da embriogênese somática permite elucidar questões referentes aos eventos 
inicias da formação do embrião (Binarova et al., 1996), proporciona a propagação de material 

vegetal in vitro e a produção de sementes artificiais (Osuga & Komamine, 1994). 

Adicionalmente, o uso de sementes sintéticas permite o armazenamento, a longo prazo, de 
germoplasma via criopreservação e o estabelecimento de bancos de germoplasma para 

manutenção de linhagens de germoplasma elite (Jain & Ishii, 1997). Entretanto, do ponto de 
vista florestal o principal motivo para o desenvolvimento da tecnologia da embriogênese 

somática está no seu potencial para multiplicação de plantas transgênicas (Kriebel, 1995) e no 

estabelecimento de florestas clonais de alto valor (Park et al., 1998).
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'ígura 3. Processo de dois ciclos para a indução e modulação da embriogênese somática 
(Guerra et al., 1999a, adaptado de Durzan, 1988).

1 

' 'Nas coníferas ocorrem duas formas de poliembrionia: simples ou por clivagem 

Dogra, 1978). A poliembriogênse somática é a formação não-adventícia, por reconstituição,
× 

ie mais de um embrião a partir de uma massa suspensor-proembrionária (Durzan, 1988), pré- 
existente na embriogênse zigótica de coníferas, diferenciando este processo daquele 

observado na embriogênse somática de angiospermas (Guerra set al., 1999a). Portanto, 

culturas embriogênicas de gimnospermas diferem morfológicamente de culturas 

embriogênicas de angiospermas, embora seus padrões de proliferação por embriogênese 
somática repetitiva ou secundária sejam homólogos (Litz et al., 1997). 

O primeiro relato da embriogênese somática e regeneração de plantas em coníferas foi 
feito em Picea abies (Chalupa 1985; Hakman et al., 1985). Os primeiros estudos da 

embriogênese somática em A. angusnfolia foram relatados por Guerra e Kemper (1992). A 
indução, estabelecimento e multiplicação das culturas embriogênicas em A. angusnfolia 
foram descritos por Astarita e Guerra (1998). A influência do meio de cultura, data de coleta e 

genótipo na frequência de induções foram estudados por Silveira e Guerra (1998). Guerra et
\ 

al., (2000) procederam uma descrição dos avanços obtidos na embriogênese somática de A. 
angustzfolia, bem como das perspectivas futuras para o estabelecimento de um protocolo 
regenerativo nesta espécie. Astarita e Guerra (2000), apresentaram os padrões celulares e
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morfológicos das culturas embriogênicas e estudaram aspectos do metabolismo das 

suspensões celulares de A. angustg'ƒolia.
j 

Apesar de bem estabelecido o ciclo A de indução e modulação da embriogênese 
somática em A. angustzfolia, até o presente momento não foi possivel determinar as condições 
necessárias para a progressão no ciclo B. Esta espécie apresenta uma embriogênia atípica e 

especializada em relação às outras coníferas, aspecto que dificulta a comparação com outras 

espécies, para as quais já foram estabelecidos protocolos regenerativos baseados na 

embriogênese somática. Neste sentido, para A. angustifolia novos estudos devem ser 

realizados objetivando o aprofundamento das questões morfo-fisiológicas e bioquímicas 

relacionadas com a poliembriogênese zigótica e somática. 

OBJETIVOS 

Objetivo geral 

O objetivo geral deste trabalho é contribuir para o estabelecimento de um protocolo 
para a obtenção de embriões somáticos de Araucaria angusaƒolia (Bert.) O. Kuntze, através 

do estudo e elucidação dos pontos de controle do desenvolvimento embrionário. 

Objetivos específicos ` 

a) Dar continuidade ao desenvolvimento do protocolo para embriogênese somática 

em Araucaria angustífolia; 
b) Induzir e estabelecer culturas embriogênicas em diferentes meios de cultura; 

c) Testar diferentes fontes e níveis de fitorreguladores, agentes osmóticos e de 

carboidratos na fase de maturação das linhagens celulares embriogênicas; 

d) Estudar os perfis das proteínas totais presentes nas linhagens celulares 

embriogênicas, embriões zigóticos cotiledonares e megagametófitos; 

e) Analisar a dinâmica de crescimento, valores de pH e concentração de glucose no 
meio de cultura e quantificação de proteínas extracelulares associados em 
suspensões celulares mantidas em duas diferentes condições de cultura;
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Capítulo 1 

Indução e manutenção de culturas embriogênicas em Araucaria 
angustijblía (Bert.) O. Kuntze.
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NTRoDUÇAo 

Nas coníferas, diversos fatores afetam a freqüência de indução de culturas 

:mbriogênicas Normalmente, são destacados: a influência do genótipo, o efeito do estádio de 

iesenvolvimento do explante e o potencial indutivo do meio de cultura (Radojevic et al., 

1999), particularmente a sacarose, a composição e os níveis de nitrogênio, os elementos 

ninerais, o agar, os fitorreguladores e o pH (Tautorus et al., 1991).
' 

Embriões zigóticols imaturos e maturos têm sido freqüentemente utilizados como 

fontes de explantes para o estabelecimento de culturas embriogênicas (Hakman & von 
Arnold, 1988), embora o uso de megagametófitos também seja possível (Nagmani & 
Bonga,1985). Os tipos e níveis dos fitorreguladores variam consideravelmente entre as 

diferentes espécies de coníferas estudadas. Para a maioria das espécies, é necessário o uso 

conjunto de uma auxina e citocinina, apesar de que em Abies spp (Salajova et al., 1996) Picea 

omorika (Vujicic & Budimir, 1995) e Araucaria angusnfolia (Astarita & Guerra, 1998) o uso 
de apenas citocinínas seja efetivo na indução de culturas embriogênicas. Em casos mais 
restritos, é possivel a indução e manutenção de culturas _embriogênicas na ausência de 

fitorreguladores como em Pinus .sylvestrís e Pinus pinaster (Lelu et al., 1999) e'Araucaria 

angusnƒolia (Silveira & Guerra, 1998). . 

Culturas embriogênicas de coníferas são usualmente mantidas em meio de cultura 
similar ao meio de indução, o qual normalmente inclui uma auxina, uma citocinina e uma 

baixa concentração de sacarose (Attree & Fowke, 1993). A manutenção destas culturas requer 
o regular subcultivo em meio semi-sólido ou líquido, em intervalos de duas a quatro semanas, 

com niveis constantes de fitorreguladores. 
No presente trabalho, avaliou-se a influência da composição do meio de cultura, do 

genótipo da planta matriz e do estádio de desenvolvimento do explante na indução e 

estabelecimento de culturas embriogênicas de Araucaria angustifolia. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material vegetal 

Cones femininos de A. angustifolia foram coletados quinzenalmente no periodo de 

novembro de 1998 a fevereiro de 1999 (30/11, 17/12, 05/01, 25/01, 10/02) em três árvores 

pertencentes a uma população de um remanescente florestal, situado no município de Lages,
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SC. Após a retirada da camada extema das pinhas, os pinhões imaturos foram 

individualizados e armazenados a 4° C por 24 a 48 horas. A assepsia da superficie dos pinhões 
jovens foi feita pela imersão em álcool 70% durante dois minutos e posteriormente em água 

sanitária 40% por 10 minutos. Em seguida, o material foi levado para a câmara de fluxo 
laminar onde os pinhões imaturos foram submetidos a três passagens em água destilada 

autoclavada. Embriões zigóticos em estádio pré-cotiledonar U1 ig. la) foram excisados com o 

auxilio de bisturis e pinças, sob estereomicroscópio, e inoculados em placas de petri contendo 

20 mL meio de cultura indutivo. 
H

A 

Indução das culturas embriogênicas 

Os meios de cultura utilizados foram baseados nas formulações salinas LP (von 

Arnold & Eriksson, 1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991). O pH do meio de cultura foi 
ajustado com NaOH (O,5 N) e HC1 (0,5 N) para 5,8 antes da adição do phytagel (Sigma®). O 
meio de cultura foi autoclavado a 121° C durante 15 minutos. Caseína hidrolisada (Sigma®), 

L-glutamina (Sigma®), mio-inositol (Sigma®) e vitarninas foram filtroesterelizados e 

adicionados ao meio de cultura resfriado (aproximadamente 50° C). Os fitorreguladores 

utilizados (2,4.-D, BAP e Kin) foram todos padrão Sigma®. Cerca de 20 mL de cada um dos 
tipos de meio de cultura foram despejados em placas de petri descartáveis. Os explantes foram 

inoculados nos meios LP0, LP5, BM0 e BM5 (Tabela 1). Para cada um dos tratamentos foram 
utilizadas cinco repetições. Cada repetição foi constituida por uma placa de petri contendo 

nove embriões (três por planta). A manutenção destas culturas deu-se no escuro a 25 :tz 2° C. 
Após trinta dias da data de inoculação, determinou-se a freqüência de indução (%), por 

genótipo, meio de cultura e estádio de desenvolvimento do explante (data de coleta dos 

cones). 

Manutenção das culturas embriogênicas 

As culturas embriogênicas provenientes dos meios de indução foram separadas do 

explante de origem e subcultivadas em intervalos de 20 dias. Culturas embriogênicas 

induzidas nos tratamentos LP0 e BM0 foram subcultivadas na mesma composição de meio de 

cultura em que foram induzidas. Aquelas provenientes dos tratamentos LP5 e BM5 foram 

subcultivadas nos meios de cultura LP2 e BM; (Tabela 1) respectivamente. As culturas foram
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mantidas no escuro em temperatura de 25 i 2° C. Características morfológicas presentes nas 

culturas embriogênicas foram observadas através de avaliações 
histoquímicas com carmim 

acético e azul de Evans (Gupta & Durzan, 1987). __ _ 

Análise estatística

~ 
O delineamento estatístico utilizado para o experimento de induçao foi o de parcela 

subdividida. Os dados de porcentagem de indução foram transformados por \/x+2 
sendo 

posteriormente submetidos a análise de variância (ANOVA) e ao teste de separação de médias 

Student Newman Kewls (SNK) ao nivel de 5% de significância. Todas as análises estatísticas 

foram realizadas com o suporte do programa estatístico Statgraf versão 7.0.
- 

Tabela 1. Meios de cultura utilizados para a indução e a manutenção de culturas 

embriogênícas de A. angustiƒolia, a partir de embriões zigóticos imaturos. 

_. . Am ld & Eriks ,
' 

Formulaçao sahna 
(von 

19% 1) LP* 
S°n (Gupta & Pullman, lQ91) BM 

szzarøse (g.L'*) 30,0 , 

30,0 
-0 

Phytzgzl (g.L'*) 2,0 2,0 

Vitaminas (mg.L")
, 

Acido nicotinico 0,5 0,5 

Piridoxina - HC1 
' 0,5 

' 

0,5 

Tiamina - HCl 1,0 1,0 

Glàcinz 2,0 - 2,0 

L-glutamina (mg.L'*) 450,0 1000,0 

Caseína hidrolisada (mg.L") 500,0 500,0 

Mio-mositol (mg.L'*) 100,0 1000,0 

Fitorreguladores (pM) 
LP0 = sem reguladores BM0 = sem reguladores 
LP5 = 2,4-D (5) + BAP (2) + Kin (2) BM5 = 2,4-D (5) + BAP (2) + Kin (2) 
LPz = 2,4-D (2) + BAP (1) + Kin (1) BMz = 2,4-D (2) + BAP (1) + Kin (1) 

* Modificado para NI-l4NO3 (2 .400 mg.L`¡)
.
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RESULTADOS 

Efeito do meio de cultura 

A análise estatística demonstrou não haver diferenças significativas (P§) entre as 
freqüências de indução nos quatro tratamentos testados (Tabela 2). A formulação salina 

empregada e a presença ou ausência de fitorreguladores nas condições testadas não foram 

fatores limitantes para a indução de culturas embriogênicas em A. angusfifolía (Fig. lb). 

Tabela 2. Freqüência de indução de culturas embriogênicas de A. angustzƒolia a partir de 
embñões zigóticos imaturos inoculados em meio basal LP (von Arnold & Eriksson, 
1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991), suplementado com 2,4-D, BAP e Kin. 

Meio de Cultura No. Explantes Indução (%) 
BM0 225 1 5,5 5 a 
LPS 225 15,11 a 

i 

,BM5 225 14,22 a 
LP0 - 225 14,22 a 

- Letras diferentes indicam que as médias apresentam diferença estatística em nível de 
5 % de significância pelo teste SNK _ 

- BM0= sem fitorreguladores 
- BM5-1 suplementado com 2,4-D (5 p.M) + BAP (2 uM) + Kin (2 |,1M) 
- LP0= sem fitorreguladores . 

- 
. LP5= suplementado com 2,4~D (5 uM) + BAP (2 |.1M) + Kin (2 uM`) 

Efeito do estádio de desenvolvimento do explante 

O estádio de desenvolvimento do explante influenciou significativamente (P§) a 

freqüência de indução de culturas embriogênicas em A. angustlfolia (Tabela 3).' A maior taxa 
de indução (23,33 %) foi obtida na primeira coleta, e, com exceção da segunda (10,55 %), 
ocorreu um declínio progressivo nesta taxa de indução à medida em que ocorreu o 

desenvolvimento da semente. Neste estudo não houve a preocupação de se utilizar apenas o 

embrião dominante como fonte de explante. Assim, os embriões não dominantes foram 

excisados em estádio pré-cotiledonar. Nas duas primeiras induções, trabalhou-se com os 

embriões dominantes e não-dominantes e . a partir da terceira indução trabalhou-se 

exclusivamente com os embriões não-dominantes. Apesar disso, foi possível a obtenção de 

valores expressivos de indução como 19,44 % e 17,77 % para a terceira e quarta induções, 
respectivamente. Na quinta coleta foram obtidas freqüências de indução de 2,77 % mesmo 
com o embrião dominante já estando em fase cotiledonar.
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Tabela 3. Freqüência de indução de culturas embriogênicas de A. angustifolia a partir de 
embriões zigóticos imaturos coletados em diferentes estádios de desenvolvimento. 

Data da Coleta No. Explantes Indução (%) 
30/11/98 180 23,33 a 
05/01/99 180 19,44 b 
25/01/99 180 17,77 c 

17/12/98 180 10,55 d 
10/02/99 180 2,77 e 

- Letras diferentes indicam que as médias apresentam diferença statística em nível de 5 

% de significância pelo teste SNK 

Influência do genótipo 

O genótipo da planta doadora também influenciou significativamente (P§) a 

freqüência de indução (Tabela 4). Para os três genótipos testados foi possível aiobtenção de 

culturas embriogênicas. As freqüências de indução variaram de 9,99 % a 19,99 % sendo a 

árvore B a de melhor performance. 

Tabela 4. Efeito dos diferentes genótipos sobre a freqüência de indução de culturas 

embriogênicas de A. angustzƒolia a partir de embriões zigóticos imaturos. 

Genótipo No. Explantes Indução (%) 
Planta B 300 19,99 a 
Planta A 300 14,99 b 
Planta C 300 9,33 c 

- Letras diferentes indicam que as médias apresentam diferença estatistica em nivel de 5 

% de significância pelo teste SNK 

Manutenção e estabilização das culturas embriogênicas 

Na fase de manutenção, a morfologia dos cultivos mantidos em meio de cultura basal 

isento de auxinas e citocininas diferiu do tratamento suplementado com estes fitorreguladores. 

Culturas embriogênicas induzidas e mantidas em meio de cultura isento de fitorreguladores 

escureceram e oxidaram rapidamente (Fig. lc). Apesar disto, muitas culturas revelaram 

setores com capacidade proliferativa, os quais foram selecionados e sub-cultivados. Nas 

porções escurecidas, a análise histoquímica revelou não haver presença de pró-embriões, 

sendo estes setores compostos apenas por células de suspensor e células embrionárias 

dispersas. Diferentemente, para as linhagens celulares induzidas e mantidas em meio de 

cultura com fitorreguladores, após 20 dias de subcultivo, o padrão principal foi a coloração
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branco-translúcida (Fig. ld), e com menor fieqüência foram observados pontos de 

escurecimento nestas culturas. 

Através da análise histoquímica foram identificados nas culturas embriogênicas, 

distintos padrões celulares, formados basicamente por maciços celulares de diferentes 

tamanhos, compostos de células isodiamétricas, bem como uma intensa rede de células de 

suspensor e pró-embriões somáticos em diferentes estádios de desenvolvimento (Fig. 2a, 2b, 

2c, 2d e 2e). Os pró-embriões somáticos isolados apresentaram células embrionárias em um 
pólo, e no outro extremo, a presença de um sistema de células de suspensores curtos, 

revelando morfologia bipolar (Fig. 2f). Além disso, em menor freqüência foi identificada a 

presença de células cilíndricas, alongadas, binucleadas com comprimento variando entre 150 

e 200 um (Fig. 3a, 3b, 3c e 3d). Análises preliminares indicaram uma maior capacidade de 

organização dos pró-embriões no meio isento de fitorreguladores, entretanto no transcorrer 

dos subcultivos, esta tendência foi menos visível.
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DISCUSSÃO 

Diversos fatores afetam a frequência de indução de culturas embriogênicas em 
coníferas. Neste estudo, para A. angustiƒolia, o estádio de desenvolvimento e o genótipo da 

planta doadora influenciaram significativamente (P§) a freqüência de induções. O uso de 
diferentes formulações salinas (LP e BM) bem como a presença ou ausência de 

fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin) não influenciaram significativamente a indução de 
culturas embriogênicas. 

No presente trabalho, a indução de culturas embriogênicas em A. angustiƒolia, ocorreu 

em alta fieqüência quando comparada a outros relatos em coníferas. Nesta espécie, o 

potencial indutivo de culturas embriogênicas diminui com o início da formação dos 

cotilédones (Astarita & Guerra, 1998). Ou seja, a medida em que se avança o estádio de 
desenvolvimento dos embriões zigóticos, menor é a resposta na freqüência de induções. 

Em coníferas, diversos relatos discutem a influência da data de coleta e do estádio de 
desenvolvimento na freqüência de indução de culturas embriogênicas. Em Cmotomeria 
japonica (Ogita et al., 1999), Abies alba x Abies cephalonica (Salajova et al., 1996), Picea 

glauca engelmannii (Roberts et al., 1989), Pinus elliottí (Jain et al., 1989), Pinus taeda (Li & 
Huang, 1996), a taxa de indução embriogênica obtida foi positivamente eorrelacionada com 

período de coleta dos cones, consequentemente, com o estádio de desenvolvimento dos 

embriões zigóticos. Os explantes primários que originam embriões somáticos em coniferas 

são restritos a tecidos juvenis, tais como embriões zigóticos pré-cotiledonares e cotiledonares, 

e raramente, explantes originados de mudas (Nagmani et al., 1995). O estádio de 

desenvolvimento do explante é de fundamental importância para a transição da célula 

somática em célula embriogênica (Jong et al., 1993). Entretanto, ainda não está claro se isto 

seria reflexo de diferenças genéticas na habilidade das células somáticas em tomarem-se 

embriogênicas, ou em fimção da freqüência de um tipo celular responsivo presente nestes 

tecidos (Jong et al., 1993). Neste trabalho para A. angustrfolia foram observados diferentes 

tipos celulares (Fig. 2), possivelmente relacionados ao desenvolvimento de pró-embriões 

somáticos. 

No presente estudo, o emprego de embriões zigóticos não-dominantes em estádio pré- 

cotiledonar resultou em induções embriogênicas em freqüências expressivas (coleta 3 e 4), 

mesmo quando o_embrião dominante atingiu o estádio cotiledonar (coleta 5). Apesar de não 

ocuparem a cavidade de corrosão, na qual estão armazenadas uma série de substâncias de 

reserva que garantem o desenvolvimento do embrião dominante, os embriões não-dominantes
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demonstraram-se fisiologicamente receptivos aos estímulos fornecidos pelos tratamentos de 

indução. 

Em Pinus taeda, a embriogênese somática pode ser iniciada a partir de embriões 
zigóticos que não sejam o embrião dominante (Becwar at al., 1991). Comparativamente à 

embriogênese somática de Picea sp, a indução de culturas embriogênicas a partir de embriões 

zigóticos não-dominantes não é uma questão relevante, já que neste gênero o embrião 

dominante é prontamente exisado da semente (Becwar & Pullman, 1995). Apesar de em A. 
angustiƒolia a excisão do embrião dornínante não ser um aspecto impeditivo, a possibilidade 
de se utilizar o embrião não-dominante, mesmo com o pinhão em estádios avançados de 
desenvolvimento, pode proporcionar a ampliação do período de indução, além de poder gerar 

maior variabilidade genética para o conjunto de culturas embriogênicas induzidas. Em A. 
angustifolia ocorre poliembrionia simples, sendo os pró-embriões zigóticos heterogênicos 

(Dogra, 1978). Consequentemente, podem ser obtidas culturas embriogênicas geneticamente 

distintas. Se a embriogênese somática é proporcionada somente por poucos genótipos, uma 

perda de diversidade genética pode ocorrer nos programas de melhoramento genético, 

principalmente nos programas de melhoramento clonal (Park et al., 1993). 

Em A. angusnfolia, diferentes combinações e concentrações de auxinas e citocininas já 
foram testadas visando estabelecer culturas embriogênicas. Astarita e Guerra (1998) 

obtiveram freqüências de 68,7% quando embriões zigóticos imaturos foram inoculados em 

meio basal LP suplementado com 2,4-D (45 p.M), BAP (11 uM) e Kin (11 uM). Entretanto, 
parte significativa das linhagens geradas não sobreviveram à redução gradual dos níveis de 

fitorreguladores na fase de manutenção. Também em A. angustzfolia, foram obtidas respostas 

de 16,7% até 43,7% na freqüência de indução de culturas embriogênicas em meio de cultura 

basal isento de fitorreguladores e em meio de cultura suplementado com 2,4-D ,(2-10 uM), 
BAP (0,5-4 |.tM) e Kin (0,5-4 uM) (Guerra et al., 2000). 

No presente estudo, a opção pelo emprego de baixas concentrações de fitoireguladores 
esteve intimamente associada às etapas seguintes do protocolo, visando o estabelecimento de 

culturas embriogênicas aptas ao processo de .manutenção e maturação. A possibilidade de 
induzir com baixos níveis de fitorreguladores pode reduzir as perdas provenientes pela 

redução gradual nos niveis de fitorreguladores, além de gerarem culturas embriogênicas mais 

aptas ao processo de maturação. Existem evidências de que auxinas (2,4-D ou AIA) em niveis 

acima de 2,5 uM no meio de cultura podem resultar em distúrbios na evolução morfogenética 
das linhagens celulares, afetando o seu desenvolvimento (Korlach & Zoglauer, 1995). O uso 
de baixos níveis de fitorreguladores tem se demonstrado vantajoso em outras coniferas. Em
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Pinus elliottii (Jain et al., 1989) e Pinus taeda (Li et al., 1998) o emprego de baixas 

concentrações de fitorreguladores foi vantajosa para a produção de culturas embriogênicas de 

boa qualidade. Nesta linha, a possibilidade de se obterem culturas embriogênicas em meio 

basal livre de fitorreguladores representa uma estratégia interessante na obtenção de linhagens 

celulares autônomas com relação a suplementação de fitorreguladores no meio de cultura. 

Neste trabalho, foi possível a indução e manutençãode culturas embriogênicas nos meios de 

cultura LP e BM isentos de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin). Segundo Guerra et al., 
(1999), em alguns casos, a combinação precisa entre o meio de cultura e o estádio fisiológico 

do explante pode eliminar a necessidade da suplementação com fitorreguladores. Em Pinus 
sylvestris e Pinus pinaster (Lelu et al., 1999), a indução de culturas embriogênicas e a 

progressão para estádios subsequentes foram obtidos em altas freqüências em meios de 

cultura isentos de fitorreguladores. Nas coniferas, este fenômeno tem sido relatado por outros 

autores, mas sempre em freqüências muito baixas (0,2 - 0,8 %) G.elu et al., 1999). 

Nas coniferas, ocorre especificidade genotípica para indução de culturas 

embriogênicas (Attree & Fowke, 1993). No presente trabalho, para os genótipos de A. 

angustifolia testados, foram observadas diferenças de até 10,66 % na freqüência de induções 
embriogênicas. Nesta mesma espécie, foram obtidas diferenças de até 29,16 % entre os 
genótipos testados (Silveira & Guen'a, 1998). Em Pinus strobus, foram encontradas taxas de 
indução de 2,6 % até 23 % nos diferentes genótipos testados (Garin et al., 1998). A qualidade 
das sementes e o genótipo utilizado podem afetar as taxas de indução da embriogênese 

somática (von Arnold et al., 1995). Em Picea glauca, variações significativas na freqüência 
de indução foram atribuídas à interação família x tratamento (Park et al., 1993) e à 

procedência e lote de sementes (Tremblay, 1990). Em Picea abies as frequências de indução 
dependem da idade do explante primário, bem como do genótipo (von Arnold et al., 1996). 

Na fase de manutenção, as culturas embriogênicas induzidas e mantidas na ausência 

de fitorreguladores apresentaram rápido escurecimento em relação as culturas induzidas e 

mantidas com fitorreguladores. A este processo de escurecimento foi associada a redução na 
proliferação das culturas embriogênicas além da ausência de pró-embriões somáticos. Mesmo 

assim, as culturas mantidas em meios de cultura isentos de fitorreguladores demonstraram 

inicialmente um maior potencial para organização dos pró-embriões. Em Pinus taeda, o 

escurecimento do tecido embriogênico também foi relacionado à perda da capacidade 

embriogênica dasculturas, embora o potencial embriogênico pudesse ser restabelecido através 

da imediata repicagem para novos meios de cultura (Li & Huang, 1996). Em Pinus pinaster, 
algumas linhagens celulares escureceram e perderam seu potencial embriogênico após cinco
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meses de subcultivos (Bercetche & Pâques, 1995). Durante a fase de manutenção, diferentes 
linhagens celulares originadas de diferentes genótipos de Pinus caribaea demonstraram 

distintos requerimentos nutricionais para 0 seu crescimento (David et al., 1995). Em Picea 
rubens, periodos de subcultivo superiores a 21 dias provocaram o escurecimento 

das culturas 

embriogênicas (Harry & Thorpe, 1991). Entretanto, o escurecimento das culturas não 

provocou a diminuição na taxa de crescimento das culturas na fase de manutenção 
bem como 

a sua capacidade de formação de embriões (Isabel & Trerriblay, 1995). 
Adicionalmente, aos padrões celulares já descritos por Astarita e Guerra (2000) 

constituídos basicamente de células embriogênicas, grupos pró-embrionários 
e células de 

suspensor, foi identificado, no presente trabalho, a presença de células cilíndricas, 
alongadas e 

binucleadas (Fig. 3). Em Larix leptolepis, células longas binucleadas sofrem contínuo 

processo de divisão celular resultando no desenvolvimento de pró-embriões somáticos 

adventicios que apresentavam uma região embriogênica e outra de suspensor (Ogita et al., 

1997). Em Picea abies, Durzan et al., (1994) descreveu esta rota ontogenética de formação de 
novos pró-embriões a partir de células especializadas denominadas de tubo 

embrionárias. 

Entretanto, a presença de células tubo embrionárias é comum ao modelo de desenvolvimento 

do embrião zigótico em Pínaceae. Em Araucariaceae no plano basal de desenvolvimento do 
pró-embrião secundário (padrão U.S.E), o grupo embrionário (E) é composto apenas 

de 

células embrionárias (tE) e células de capa (c), não havendo menção da formação de 
células 

tubo embrionárias. A presença de células binucleadas em culturas embriogênicas de A. 
angustifolia, pode estar associada à presença de diferentes- rotas de desenvolvimento 

do 

embrião somático. Em Pinus koraiensis, foram identificadas duas diferentes rotas de 

desenvolvimento dos embriões somáticos, sendo que a estas rotas foram associadas 

estratégias diferenciadas na formação dos pró-embriões, bem como nos distintos tipos 

celulares (Bozhkov et al., 1997). 

CONCLUSÕES 

A) Embriões zigóticos pré-cotiledonares não-dominantes podem induzir culturas 

embriogênicas de A. angusnƒolia; 

B) Ambas as forrnulações (salinas LP (von Arnold & Eriksson, 1983) e BM (Gupta & 
Pullman, 1991) perrnitiram a indução de culturas embriogênicas; 

C) O genótipo da planta doadora influenciou significativamente a freqüência de indução de 

culturas embriogênicas;
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A indução das culturas embriogênicas foi possível tanto em meios de cultura 

suplementados com 2,4-D, BAP e Kin, quanto em meios de cultura isentos de 

Íitorreguladores; - _ . 

A indução de culturas embriogênicas em meio de cultura isento de 2,4-D, BAP e Kin 
proporcionou a formação de linhagens celulares autônomas com relação a 

suplementação de fitorreguladores; t 

Culturas embriogênicas induzidas e mantidas em meio de cultura isento de 

ñtorreguladores, sofreram perda do potencial embriogênico mais rapidamente do que 

culturas embriogênicas induzidas e mantidas em meio de cultura suplementado com 2,4- 

D, BAP e Kin; 
O grau de organização (bipolaridade) dos pró-embriões somáticos na_s linhagens 

celulares embriogênicas induzidas e mantidas em meio de cultura isento de 

fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kin) foi superior ao das linhagens celulares 

embriogênicas induzidas e mantidas em meio de cultura suplementado com 2,4-D, BAP 
e Kin; _ 

A presença de células cilíndricas, alongadas e binucleadas sugere a indução de uma nova 
rota ontogenética de formação de pró-embriões somáticos em linhagens celulares 

embriogênicas.

I

À
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Capítulo 2

\ 

Maturação de linhagens cèlulares embriogênicas de Araucaria 

angustifolia (Bert.) O. Kuntze.
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INTRODUÇAO 

Nas sementes, o desenvolvimento e a maturação dos embriões zigóticos encontram-se 
associados à processos fisiológicos distintos entre os quais a acumulação de substâncias de 
reserva, a dessecação do tecido embriogênico, a interrupção da atividade metabólica 
(Klimaszewska & Smith, 1997) e o aumento nos níveis de ABA (Dodeman et al., 1997). A 
maturação de embriões somáticos in vitro é dependente da redução no crescimento das 
culturas embriogênicas e do acúmulo de proteínas, carboidratos e lipídios (Tautorus et al., 
199m. 

Embriões somáticos imaturos de coníferas podem ser induzidos à maturação pela 
presença do ABA e de um agente osmótico de alto peso molecular no meio de cultura (Fowke 
et al., 1995). O ABA inibe a clivagem poliembrionária, permitindo então a individualização 
do embrião e o posterior desenvolvimento e maturação (Gupta et al., 1993). Além disso, são 
associados à presença deste fitorregulador a ativação de genes responsáveis pela síntese e 
armazenamento de proteinas de reserva (Dunstan et al., 1998), o controle da expansão celular 
(Gutmann et al., 1996) e a biossíntese de triacilgliceróis (Attree et al., 1992). 

A eficiência do tratamento com ABA pode ser melhorada pelo aumento na 
osmolaridade do meio de cultura pela adição de um acúcar-alcool, ou de polímeros neutros 
como o polietilenoglicol (Bonga et al., 1995). A presença de um agente osmótico permite o 
estabelecimento de um ambiente com aumento de osmolaridade, de forma similar aqueles 
observados durante os estádios iniciais de desenvolvimento do embrião zigótico. Além disso, 
ABA e o estresse hídrico estão envolvidos reciprocamente na acumulação de substâncias de 
reserva em embriões somáticos de coníferas (Attree & Fowke, 1993). 

Durante a maturação de embriões somáticos de coníferas, são encontrados quatro 
estádios distintos de desenvolvimento: Estádio 1: o embrião somático apresenta as células de 
suspensor translúcidas, distintas das células do ápice embrionário, que apresentam aspecto de 
plano a globular. Estádio 2: é caracterizado pelo suspensor, elevando um ápice embrionário 
denso, proeminente, com coloração de creme a amarela. Estádio 3: o embrião somático possui 
pequenos cotilédones emergentes. Estádio 4: plântula verde com cotilédones alongados, com 
hipocótilo e radícula desenvolvidos (Tautorus et al., 1991). 

Linhagens celulares embriogênicas de A. angustifolia cultivadas em meio de 
manutenção apresentam embriões somáticos em estádio inicial de desenvolvimento. 
Entretanto estas culturas não respondem ao estímulo fornecido pelo ABA (Guerra et al., 

2000). Assim, no presente trabalho, testou-se diferentes fontes e niveis de fitorreguladores
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(BAP e Kin), agentes osmóticos (PEG 3350, PEG 8000, soro albumina bovina e inositol) e de 
carboidratos e derivados (maltose e inositol) na fase de maturação das linhagens celulares 
embriogênicas, visando a progressão do desenvolvimento dos pró-embriões a um estádio em 
que os mesmos possam responder aos tratamentos com ABA. 

MATERIAL 1: MÉTODOS 

Material vegetal 

Linhagens celulares embriogênicas de A. angusnfolia, denominadas BMz21l, BMz212 
e BM0202, iniciadas a partir de embriões zigóticos imaturos de sementes coletadas em uma 
população natural localizada no municipio de Lages (SC). As culturas foram induzidas a 

partir de sementes provenientes da mesma data de coleta (17/ 12/98) e vem sendo mantidas em 
meio semi-sólido e líquido no escuro a 25 :'= 2° C, com ciclos de repicagem a cada 20 dias. 
Entretanto, tanto a fase de indução como a de manutenção destas linhagens celulares 

embriogênicas ocorreram em meios de cultura diferentes com relação a suplementação de 
fitorreguladores. A linhagem BM0202 foi induzida e mantida em meio de cultura BM0, 
composto pela fonnulação salina de Gupta & Pullman (1991) suplementada com sacarose 
30,0 g.L`1, ácido nícotínico 0,5 mg.L'1,. piridoxina-HCl 0,5 mg.L`1, tiamina-HCl 1,0 mg.L`1, 

glicina 2,0 mg.L'1, L-glutamina 1000,0 mg.L'1, caseína hidrolisada 500,0 mg.L'l, mio-inositol 

1000 mg.L'1 e agar 6,5 g.L`1. As linhagens celulares embriogênicas BMz212 e BMz211 foram 
induzidas em meio de cultura BM5, composto pelo meio BM0 suplementado com 2,4-D (5 
uM), BAP (2 uM) e Kin (2 pM), sendo na fase de manutenção subcultivadasiem meio BM; 
composto pelo meio BM0 suplementado com 2,4-D (2 |,iM) BAP (1 uM) e Kin ( uM). 

Meio de cultura 

Foi utilizado o meio BM0, suplementado com cada um dos componentes dos meios de 
maturação. O pH do meio foi ajustado com NaOH (0,5 N) e HCl (0,5 N) para 5,8 antes da 
adição do agar. O meio de cultura foi autoclavado por 15 minutos a 121° C. Vitaminas, 
caseína hidrolisada (Sigma®), L-glutamina (Sigma®) e inositol (Sigma®) foram 

filtroesterelizados e adicionados ao meio resfriado (aproximadamente 50° C). Placas de petri 

de borossilicato foram preenchidas com 20 mL deste meio de cultura.
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Tratamentos e condições de cultura 

No primeiro experimento (meio de_maturação 1), testou-se o uso de um pré-tratamento 
com inositol 0 ou 1 % (p/v) (etapa I). Posteriormente, transferiram-se as linhagens celulares 
embriogênicas para três diferentes concentrações de ABA (0, 30, 60 uM) (etapa II) e_em 
seguida avaliou-se o efeito conjunto do ABA (0, 30, 60 uM) com diferentes regimes 

fotopenódicos (etapa III). A etapa I durou 14 dias, e as etapas II e HI tiveram duração de 20 
dias cada. Em todas as etapas as linhagens celulares embriogênicas foram mantidas no escuro 
(exceto a etapa III) a 25 :t 2° C. 

No segundo experimento (meio de maturação 2), empregou-se o PEG 8000 nas 
quantidades 0, 3 e 6 % (p/v) (etapa I), e em seguida testou-se as diferentes comhinações de 
PEG 8000 (0, 3 e 6 %) com ABA (0 ou 60 uM) (etapa II). A etapa I durou 20 dias e a etapa II 
teve duração de 80 dias (três subcultivos de 20 dias). Durante as duas etapas as linhagens 

celulares embriogênicas foram mantidas no escuro em temperatura de 25 à 2° C. 
No terceiro experimento (meio de maturação 3), testaram-se diferentes concentrações 

de BSA 0,1, 0,2 e 0,3 % (p/v), juntamente com BAP (1 uM) e Kin (1 uM) (etapa I). Em 
seguida, mantiveram-se as linhagens celulares embriogênicas apenas com BAP (2,5 uM) e 

Kin (2,5 uM) (etapa II). Posteriormente, transferiu-se as linhagens celulares embriogênicas 
para quatro diferentes concentrações de ,ABA (0, 5, 10 e 15 uM) juntamente com BAP (2,5 
uM) e Kin (2,5 uM) (etapa III). As duas primeiras etapas tiveram duração de 20 dias e a 

terceira etapa durou 40 dias (dois subcultivos de 20 dias). Em todas as etapas as linhagens 
celulares embriogênicas foram mantidas no escuro a 25 1 2° C. _ 

No quarto experimento (meio de maturação 4), testaram-se quatro combinações de 
maltose e PEG 3350, 0 + 0, 3 + 3 %, 6 -1: 6 % e 9 + 9 % (p/v) além da presença, em todos os 
tratamentos, de BAP (1 uM) e Kin (1 uM). As linhagens celulares embriogênicas foram 
mantidas nestes tratamentos durante 80 dias (4 subcultivos de 20 dias), no escuro a 25 d: 2° C. 

Cada um dos tratamentos foi composto por três repetições. Cada repetição foi 

constituída de uma placa de petri contendo cada uma três colônias com 0,25 g de linhagem 
celular embriogênica. O ABA (Sigma®) utilizado nos meios de maturação 1, 2 e .3, foi 

dissolvido em NaOH (1 N) e diluído em água, sendo a solução resultante posteriormente 
filtroesterelizada e adicionada ao meio de cultura resfriado (50° C). 

Ao término de cada etapa, foram feitas avaliações citoquímicas visando o 

acompanhamento da evolução das linhagens celulares embriogênicas nas diferentes condições



42 

de meio testadas. Utilizaram-se três tipos de coloração: carmim acético e azul de Evans 

(visualização de embriões somáticos), lugol (grânulos de amido) e sudam III (lipídios). 

RESULTADOS 

Meio de maturação 1 

Após 14 dias no meio de maturação suplementado com inositol (1 %) a morfologia das 
linhagens celulares embriogênicas pouco se diferenciou daquela observada no tratamento 
controle. A avaliação citoquímica não revelou evolução na morfologia dos pró-embriões. 
Durante a primeira etapa, mesmo sem haver avanço para os estádios subsequentes de 

desenvolvimento, grande parte dos pró-embriões observados conservaram a morfologia 

bipolar (Fig. la). Na segunda etapa, a passagem das culturas para o meio de maturação 
suplementado com ABA (O, 30 e 60 pM) também não permitiu a evolução dos pró-embriões 
para estádios mais avançados de desenvolvimento. Pelo contrário, houve a perda da 
morfologia bipolar dos pró-embriões, ocorrendo a transição para uma organização mais difusa 
tornando dificil a delimitação do ápice embrionário e do suspensor (Fig. lb). Adicionalmente, 

nos tratamentos suplementadoscom ABA, foi acentuada a presença de agregados celulares 
formados por células isodiamétricas, sem organização alguma que pudesse caracterizar um 
avanço na morfologia das linhagens celulares embriogênicas. Esta tendência foi acentuada na 

medida em que se aumentaram as concentrações de ABA no meio de cultura. Outra 

característica evidenciada pelo aumento na concentração do ABA no meio de cultura foi a 

menor proliferação das linhagens celulares embriogênicas, bem como o aumento no grau de 
oxidação das mesmas. Na terceira etapa, a repicagem das linhagens celulares embriogênicas 
para meios de cultura contendo as mesmas concentrações de ABA e associadas aos diferentes 
regimes fotoperiódicos também não se traduziu em uma evolução no desenvolvimento dos 
pró-embriões. Nestas condições, a organização dos pró-embriões foi predominantemente 

difusa, além de haver quase que total oxidação das culturas. 

A avaliação citoquímica demonstrou acúmulo de grânulos de amido tanto nas células 
de suspensor como no ápice embrionário, independentemente da presença do inositol, ABA 
ou regime fotoperiódico. Independentemente do tratamento empregado, corpos lípidicos eram 
evidentes concentrados no ápice embrionário e quase ausentes nas células de suspensor. À 
medida em que as culturas foram passadas para os tratamentos suplementados com ABA a
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presença de corpos lípidicos no ápice embrionário foi realçada em comparação ao tratamento 
controle. 

Meio de maturação 2 

Após 20 dias da primeira etapa no meio de maturação suplementado com PEG 8000 
(0, 3 e 6 %) não houveram avanços na morfologia, grau de organização ou individualização 
dos pró-embriões. Na segunda etapa, a repicagem das linhagens celulares embriogênicas para 
meio de cultura suplementado com as mesmas concentrações de PEG e na presença ou 
ausência de ABA (60 uM) resultou no estabelecimento de uma organização difusa dos pró- 
embriões e aumento na formação de agregados celulares (Fig. lc). Após quatro repicagens em 
meio de maturação suplementado somente com PEG (6 %), observou-se a formação de 
projeções celulares sem contudo indicarem uma possível organização de embriões somáticos. 
O uso associado de PEG e ABA atenuou 0 grau de oxidação das linhagens celulares 

embriogênicas quando comparada às culturas mantidas apenas na presença do ABA (60 uM). 
Ao término do experimento só foi possível a identificação de pró-embriões bipolares no 
tratamento isento de PEG e ABA. Estes pró-embriões, contudo, não evoluíram para estádios 
posteriores de desenvolvimento. 

Houve acúmulo de grânulos de amido tanto na região do ápice embrionário quanto na 
região do suspensor, principalmente para os tratamentos mantidos com PEG e PEG + ABA. 
Corpos lípidicos ocorreram principalmente concentrados na região do ápice embrionário ao 
término da primeira etapa. Após as repicagens para o meio de cultura suplementado com PEG 
e PEG + ABA foi possível a identificação de corpos lípidicos na região do suspensorl No 
tratamento controle foi possível identificar a presença de poucos corpos lípidicos na porção 
embriogênica. 

Meio de maturação 3 

Na primeira etapa, a suplementação do meio de cultura com diferentes concentrações 
de BSA (0,1, 0,2 e 0,3 %), associado à presença de BAP (1 uM) e Kin (1 uM) proporcionou 
uma evolução na organização do pró-embrião, tanto na região do ápice embrionário quanto na 
região do suspensor, além da manutenção da morfologia bipolar (Fig. ld). Entretanto, estes 

tratamentos não promoveram a individualização dos pró-embriões, sendo que estes, quando 
identificados, apareceram coalescidos na região do ápice embrionário. Na segunda e terceira
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etapa, os meios de cultura suplementados com BAP (2,5 uM) e Kin (2,5 uM) e 

posteriormente suplementados com ABA (5, 10 e 15 uM), também não foram efetivos na 
melhor organização dos embriões somáticos. O uso do ABA mesmo em baixas concentrações 
promoveu a formação de pró-embriões com morfologia difiisa, resultando na perda do 
desenvolvimento obtido nas etapas anteriores. Entretanto, quando comparado aos meios de 
maturação 1 e 2 nos quais foram utilizadas concentrações maiores de ABA, o grau de 
oxidação das linhagens celulares embriogênicas diminuiu. 

Em todas as etapas, grânulos de amido (Fig. 2a) foram evidenciados tanto nas células 
de suspensor quanto nas células do ápice embrionário. Corpos lipídicos (Fig. 2b), 

predominantemente concentrados no ápice embrionário, foram mais evidentes nos 

tratamentos suplementados com ABA.
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Meio de maturação 4 

A suplementação do meio de cultura com PEG 3350 (6 e 9%) e maltose (6 e 9%) 
permitiu uma melhor organização, desenvolvimento e individualização dos embriões 

somáticos. No tratamento com PEG (6%) e maltose (6%) os pró-embriões evoluíram de um 
estádio inicial de desenvolvimento, caracterizado por um ápice embrionário contendo poucas 
células isodiamétricas e por um conjunto de células curtas de suspensor (Fig. 3a), para 

embriões somáticos possuindo um ápice embrionário organizado e formado por células 

isodiamétricas conectadas a um sistema-suspensor com células mais alongadas (Fig. 3b e 3c), 
resultando em uma morfologia semelhante à do embrião zigótico pré-cotiledonar (Fig. 3d). 

Neste tratamento, foi possível a identificação de embriões somáticos na superñcie das 

linhagens celulares embriogênicas (Fig. 4b). No tratamento suplementado com PEG (9 %) 
maltose (9 %), na terceira repicagem, foi possível a identificação na superficie das culturas de 

embriões somáticos globulares (Fig. 4a). Na quarta repicagem neste mesmo tratamento 
ocorreu o alongamento destes embriões (Fig. 4c e 4d), caracterizando a formação de embriões 

somáticos no estádio 2 de desenvolvimento (estádio pré-cotiledonar). Nos tratamentos 

suplementados com PEG (9 %) e maltose (9%) foi evidenciado o encurtamento das células do 
suspensor, quando comparados aos suspensores presentes nas culturas mantidas em meio de 
cultura suplementado com PEG (6%) e maltose (6%). Quando comparado ao tratamento 
controle, 0 meio de cultura contendo PEG (3%) e maltose (3%), possibilitou a manutenção da 
morfologia bipolar e uma maior organização idos pró-embriões, sem contudo ocorrer sua 
individualização. Corpos lipídicos apresentavam-se concentrados principalmente no ápice 

embrionário, porem sua presença foi detectada também nas células do suspensor, sobretudo 

nos tratamentos contendo PEG e maltose. Acúmulo de grânulos de amido foi observado tanto 
nas células de suspensor e ápice embrionário.
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DrscUssÃo 

Apesar de pouco eficiente nas condições testadas para o presente trabalho, o ABA 
exógeno tem se mostrado eficiente para 0 estímulo e desenvolvimento de embriões somáticos 

em várias espécies de coníferas (Dunstan & Bock, 1997). Em Picea rubens, o ABA (10-50 
pM) permitiu o desenvolvimento de embriões somáticos bipolares (Harry & Thorpe, 1991). 
Em Picea glauca, o pré-tratamento em meio isento de 2,4-D e posterior subcultivo em meio 
de cultura contendo 48 uM de ABA, possibilitou a maturação dos embriões (Dunstan & 
Bethune, 1996). Em Picea mariana e Picea glauca, a permanência das culturas embriogênicas 
durante 28 dias em meio suplementado com ABA (8-16 pM) resultou nas melhores respostas 
(Attree & Fowke, 1990). Já para Picea abies, a maturação foi obtida quando o meio_ de cultura 
foi suplementado com ABA (1 uM) e IBA (1pM) (Becwar et al., 1989). Em Abiesfraseri, 
embriões somáticos cotiledonares foram obtidos em meio de cultura suplementado com de 
ABA (5 a 80 uM) (Guevin & Kirby, 1997). Em Larix x leptoeuropaea, os embriões somáticos 
maturaram após quatro semanas em meio de cultura suplementado com ABA (60 uM) 
(Gutmann et al., 1996). 

Mesmo considerando-se a eficiência deste fitorregulador em promover a maturação de 
embriões somáticos de coníferas, as concentrações empregadas variam consideravelmente, 

mesmo em espécies de um mesmo gênero. Assim, em Larix os níveis empregados variaram 
de 0,025 p.M até 60 nM (Bonga et al., 1995). Mesmo entre diferentes linhagens celulares de 
uma mesma espécie como em Larix leptolepis, os níveis de ABA suplementados aos meios de 
cultura variaram de 0,1 uM até 50 |.iM (Ogita et al., 1999). 

' Um fator crítico para a maturação de embriões somáticos parece ser a seleção de 
tecidos embriogenéticos em um estádio de desenvolvimento que seja responsivo ao 

tratamento com ABA (Newton et al., 1995). Em Pinus pínaster, a dificuldade na regeneração 
de plantas a partir do tecido embriogênico pode ser explicada pelo nível de organização dos 

embriões somáticos em diferentes linhagens celulares (Bercetche & Pâques, 1995). Nesta 

mesma espécie, o desenvolvimento de embriões somáticos em estádio avançado de 

desenvolvimento só foi possível em linhagens celulares contendo embriões somáticos com 

um ápice embrionário conspicuo conectado aos suspensores. Em Pinus caribaea, o 

requerimento de ABA foi dependente das linhagens celulares: algumas necessitaram somente 
de ABA para a maturação dos embriões (diferenciação do hipocótilo e cotilédones), enquanto 
outras foram dependentes deste fitorregulador_ para ativar o estádio 2 de desenvolvimento 

(David et al., 1995). Para Picea abies, embriões somáticos polarizados com ápice embrionário



Sl 

conectado a um sistema suspensor bem desenvolvido (tipo A, polar) e embriões somáticos 
com simetria radial (tipo A, solar), atingiram o estádio 3 de desenvolvimento em resposta ao 
ABA suplementado ao meio de cultura (Jalonen & von Arnold, 1991). Para as linhagens 

menos desenvolvidas (tipo B, não desenvolvido), estes autores sugeriram um possível 
bloqueio no desenvolvimento dos embriões somáticos e a não ocorrência do estádio 

necessário para responder ao tratamento com ABA. Este bloqueio poderia indicar que as 
células na região embriogênica separam-se uma das outras durante o desenvolvimento. inicial 
ao invés de se desenvolverem em ápices embrionários (von Arnold et al., 1996). 

No presente trabalho, a combinação de ABA (60 uM) com PEG 8000 (3 e 6 %) não 
permitiu a evolução das linhagens celulares embriogênicas. Apesar disso, Silveira e Guerra 

(1998) obtiveram embriões somáticos de A. angustzƒolia nos estádios _l e 2 de 

desenvolvimento em meios de cultura suplementados com ABA (50 uM) e PEG 4000 (1%) 
após 90 dias em cultura. O emprego do ABA, associado à inclusão de um agente osmótico 
como o PEG, aumenta expressivamente a fieqüência de embriões maturos (Fowke & Attree, 
1996). Adicionalmente, o aumento da osmolaridade do meio pela inclusão de um agente 
osmótico pode levar ao desenvolvimento do ápice embrionário (Gupta et al., 1993). Em Pícea 
abies, a inclusão de PEG 4000 (5%) aumentou em 50% o número de embriões somáticos 
maturos, sendo que a concentração de ABA pouco influenciou nos resultados já que não 
foram detectadas diferenças entre os tratamentos com 15 uM de ABA + PEG e 40 uM de 
ABA + PEG (Find, 1997). Nesta mesma espécie, a adição de PEG 4000 (3,75 %) ao meio 
contendo ABA (20 uM), acelerou o processo de maturação em duas semanas, além de causar 
mudanças nas características morfogenéticas do embrião, como um aumento de até 40% no 
ápice embrionário (Svobodová et al., 1999). « 

O meio de cultura de tecidos e células vegetais contém carboidratos, geralmente 
supridos como sacarose ou glucose, os quais atuam como agentes osmóticos e fontes de 

carbono e energia (Tremblay & Tremblay, 1991), além de influenciarem a morfologia das 
culturas (Norgaard & Krogstrup, 1995). A embriogênese somática in vitro ocorre em dois 
estádios distintos: iniciação de células poliembriogênicas e desenvolvimento do embrião, o 

que pode resultar em diferentes requerimentos de carboidratos, dependendo do estádio de 
desenvolvimento da cultura (Thompson & Thorpe, 1987). 

No presente trabalho, o inositol pouco influenciou o desenvolvimento das culturas. Por 
outro lado, a maltose associada ao PEG 3350, promoveu a formação de embriões somáticos 
nos estádios 1 e 2 de desenvolvimento. Diferentes fontes de carboidratos já foram avaliadas 

para a maturação de linhagens celulares embriogênicas de A. angustzƒolia. Assim, nesta
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espécie, tratamentos de maturação com sacarose e frutose resultaram no crescimento das 
culturas mas não promoveram a formação de embriões somáticos. Já o uso de glucose, 

manitol, sorbitol e inositol em concentrações isomolares (90 mM) resultaram na necrose e 

morte das colônias após duas semanas de cultivo (Astarita & Guerra, 1998). Em A-bies alba, 
lactose e amido solúvel aumentaram o número de embriões somáticos no estádio 1 de 

desenvolvimento (Schuller & Reuther, 1993). O uso da maltose, em substituição à sacarose 
tem demonstrado melhores respostas durante a indução de culturas embriogênicas e no 

desenvolvimento de embriões cotiledonares (Gupta et al., 1997). Em Pinus taeda o ABA (151 
uM) combinado com PEG 3350 (7,5 %) e KCL (10 mM) resultou no maior número de 
embriões maduros nas diferentes linhagens testadas (Li et al., 1997). Posteriormente, meios 

de cultura suplementados com maltose (4 %) e PEG 3350 (6 %) associados aos mesmos 
níveis de ABA promoveram um aumento na freqüência de embriões somáticos cotiledonares 
em Pinus taeda (Li et al., 1998). Para Abies alba, o estádio 3 de desenvolvimento foi obtido 
combinando-se ABA (20 uM) com maltose (111 mM) (Hristoforoglu et al., 1995). 

Embora amplamente utilizada na embriogênese de gimnospermas, o ABA isolado ou 
associado a um agente osmótico, pode não ser efetivo ou mesmo necessário para a maturação 
de embriões somáticos de algumas espécies. Em Pinus sylvestrís, embriões .somáticos 

maturaram espontaneamente quando iniciados e mantidos sob o mesmo meio isento de 
fitorreguladores (Lelu et al., 1999). Em Çupressus sempervirens, somente a adição de BSA (1 
g.L`1) ao meio de cultura permitiu o desenvolvimento e a maturação dos embriões somáticos 

(Sallandrouze et al., 1999). O desenvolvimento e a maturação de embriões somáticos de 
Ceratozamia eurjiphyllidía, só foi possível após o cultivo em meio de cultura isento de 
fitorreguladores (Chavez et al., 1998). Em A. angustzƒolia, somente a.suplementação com 
BSA permitiu maior grau de organização das linhagens celulares embriogênicas. 

O comportamento apresentado durante a maturação de embriões somáticos em 
diferentes espécies pode estar associado à características presentes na embriogênia ou tipo de 

semente da espécie. Neste sentido, o modelo de desenvolvimento apresentado pela planta 

pode influenciar na presença ou ausência dos componentes necessários ao desenvolvimento 

do embrião. Em Picea glauca, espécie cuja maturação dos embriões somáticos é dependente 
da presença de ABA no meio de cultura, os pró-embriões zigóticos apresentaram a maior 
concentração de ABA aos 38 dias após a polinização e este valor coincidiu com a redução dos 
níveis de ABA no megagametófito e precedeu a síntese de substâncias de reserva (Carrier et 
al., 1999).
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Em embriões zigóticos de Pseudotsuga menziesii a clivagem poliembrionária não tem 
sido observada. A hipótese é a de que a semente conteria altas quantidades de ABA 
impedindo a ocorrência da clivagem (Gupta et al., 1995). Se em Pseudotsuga este fato 
realmente ocorre, os efeitos do ABA na restrição da clivagem nos estádios iniciais do 

desenvolvimento dos embriões zigóticos, devem ocorrer nos estádios que antecedem a 

chegada do embrião dominante à cavidade de corrosão. Em Araucariaceae, somente a 

poliembrionia simples tem sido observada (Haines & Prakash, 1980) e a ausência de clivagem 
poderia estar relacionada à presença, na região do ápice embrionário, da camada de células da 

capa, as quais circundam as células do ápice embrionário, dificultando a ocorrência da 

clivagem. A camada de células da capa encontrada em Araucariaceae, é uma característica de 
especialização envolvida de alguma forma na evolução desta família (Buchholz, 1920). É 
provável que o pró-embrião zigótico em Araucariaceae tenha divergido durante o estádio 
inicial de evolução do padrão pró-embrionário das outras coníferas, sofrendo. uma 
considerável especialização em uma direção não relacionada às tendências evolucionárias 
reconhecíveis entre as outras coníferas (Haines & Prakash, 1980). Assim, os resultados 

obtidos no presente trabalho, sugerem que em Araucariaceae, esta característica histológica 
poderia impedir a ocorrência da clivagem. Como decorrência, as culturas embriogenéticas de 
A. angustifolia não responderiam aos tratamentos com ABA, como demonstrado no presente 
trabalho, bem como naqueles de Astarita e Guerra (1998) e Silveira e Guerra (1998). 

Além do embrião zigótico possuir caracteristicas morfológicas que o distinguem das 

demais coníferas, as sementes de A. angustzƒolia são do tipo recalcitrante (Farrant et al., 

1989). A maioria das sementes de angiospermas e coníferas são do tipo ortodoxo (Attree & 
Fowke, 1993). Este fato pode trazer uma nova abordagem para a maturação de embriões 
somáticos nesta espécie e sugere que as condições descritas para a embriogênese somática de 

coníferas do hemisfério norte (tipo ortodoxo) podem não se ajustar aquelas necessárias para a 

embriogênese somática de A. angustifolia. Em coníferas com semente recalcitrante como por 
exemplo Podocarpus henkelii, os embriões zigóticos continuam a acumular metabólitos e 

proteínas de reserva mesmo após as sementes 'terem atingido a maturidade (Dpdd et al., 

1989). Segundo os autores, este comportamento estaria associado como parte da estratégia de 

desenvolvimento de sementes recalcitrantes, correspondendo a manutenção da plena atividade 

metabólica para o contínuo crescimento na ausência da interrupção do desenvolvimento, 0 

qual ocorre apósperda de água em sementes ortodoxas. Em cicadáceas, as sementes são 
recalcitrantes e em função desta característica parecem não responder aos tratamentos com 
ABA ou agentes osmóticos, os quais tem sido efetivos na interrupção da proliferação dos pró-
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embriões somáticos de coníferas e no estímulo para a maturação dos embriões somáticos (Litz 

et al., 1995). 

Por outro lado, Farrant et al., (1996) trabalhando com eixos embrionários de sementes 

de espécies recalcitrantes de clima tropical e temperado, incluindo A. angustifolia, 

demonstrou haver uma relação entre a presença de uma classe especial 'de proteinas 

semelhantes a deidrina e altos níveis de ABA nas sementes. Estas proteínas podem 

proporcionar proteção contra baixas temperaturas e perda de água em condições nas quais as 
sementes de espécies de clima temperado podem ser naturalmente expostas tendo sido 

detectadas em tecidos do eixo embrionário de A. angustifolia (Farrant et al., 1996). 
O padrão de desenvolvimento do embrião zigótico em A. angustifolia pode em parte 

explicar alguns dos resultados obtidos no presente trabalho. Porém, além disto, a_ineficiência 

dos tratamentos com ABA poderia também estar relacionada a não presença de pró-embriões 
somáticos fisiologicamente receptivos à ação deste regulador. Neste caso, a suplementação do 

meio de cultura com um agente osmótico associado a fonte de carboidrato apropriada poderia 
permitir a progressão à estádios em que o ABA possa ser efetivo, possibilitando então a 

maturação dos embriões. 

CoNcLUsõEs
\ 

A) A adição do PEG 3350 (6 e 9 %) e da maltose (6 e 9 %) ao meio de cultura BM (Gupta & 
Pullman, 1991) suplementado com BAP (1 uM) e Kin (1 uM) proporcionou a 

individualização e o desenvolvimento de embriões somáticos nos estádios 1 e 2 ,de 

desenvolvimento (pré-cotiledonar); ~ 

B) O ABA (0, 5, 10, 15, 30 e 60 pMÍ), adicionados ao meio de cultura BM não permitiu uma 
melhor histogênese dos pró-embriões somáticos e, na maioria dos casos, provocou a 

oxidação das linhagens celulares embriogênicas; 

C) A suplementação com BSA (O,1, 0,2 e 0,3 %) ao meio de cultura BM contendo BAP (1 
'uM) e Kin (1 pM) permitiu uma melhor organização e histogênese dos pró-embriões 
somáticos;

u 

D) O emprego do inositol (1 %) e PEG 8000 (3 e 6 %), como osmorreguladores não 

promoveram uma melhor organização dos pró-embriões somáticos.
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Capítulo 3 

Aspectos bioquímicos e parâmetros de crescimento celular em 
linhagens celulares embriogênicas- de Araucaria angustifolia 

(Bert.) O. Kuntze.
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INTRODUÇÃO 

Suspensões celulares normalmente exibem um padrão de crescimento celular descrito 
por uma curva sigmóide (Krogstrup, 1990), apresentando uma fase de desenvolvimento 
inicial, seguida por uma fase exponencial linear, e estacionária de crescimento. A fase inicial 
de desenvolvimento é caracterizada por um período de adaptação, durante o qual as células 
assimilam nutrientes disponíveis no meio de cultura, utilizando-os para sustentar uma intensa 
atividade de biossíntese celular. Esta atividade declina com o início da próxima fase, ou seja a 

fase exponencial, a qual é caracterizada por um periodo de intensa divisão celular. Na fase 
linear, a taxa de crescimento celular declina uniformemente com o tempo, até alcançar a fase 
estacionária onde já ocorreu o aumento máximo no número de células (Grey çt al., 1987 ; 

George, 1993). 

. O estabelecimento de ciclos repetitivos de divisão celular e o controle restrito dos 
processos de diferenciação celular pode ser considerado o ponto de partida para o 

estabelecimento e manutenção de linhagens celulares embriogênicas (Guerra et al., 1999). 

Suspensões celulares mantidas em biorreatores, agitadores rotatórios ou agitadores 

convencionais tem sido rotineiramente empregadas para a multiplicação e manutenção de 

culturas embriogênicas de coníferas (Tautorus et al., 1991). Além disso, o uso de suspensões 

celulares proporciona um sistema experimental adequado para estudos sobre `a nutrição e 

dinâmica de crescimento das culturas embriogêriicas (Lulsdorf et al., 1992), permite elucidar 

aspectos básicos da biologia celular de coníferas (Fowke et al., 1997), a produção de 

metabólitos de interesse como por exemplo alcalóides (Schripsema & Verpoorte, 1992) e é 

fonte de células para programas de transformação genética (W enck et al., 1999). . 

Suspensões celulares são consideradas a forma' mais apropriada para o cultivo massal 

de células vegetais (Wickremesinhe & Arteca, 1994), permitindo a redução dos custos da 

propagação clonal (Vasil, 1994). Com o propósito de aumentar o potencial da embriogênese 
somática como sistema de propagação vegetativa e tomar economicamente viável a produção 

de embriões somáticos destinados à formação de plantios florestais clonais, é necessário o 

desenvolvimento de condições de cultura apropriadas' para manutenção e multiplicação de 

culturas embriogênicas em suspensões celulares (Lulsdorf et al., 1992). Neste sentido, estudos 

que contemplem a avaliação das culturas embriogênicas em suspensão, juntamente com 
estudos nutricionais e bioquímicos permitirão a obtenção de parâmetros para a elaboração e 

emprego de biorreatores, possibilitando o uso da embriogênese somática a nível comercial 

(Tautorus et al., 1991).
'

.
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De forma semelhante, o conhecimento do ambiente bioquimico básico associado com 
o desenvolvimento e germinação de embriões zigóticos pode auxiliar no desenvolvimento de 

meios de cultura mais racionais na embriogênese somática de coniferas (Feirer, 1995), além 

de proporcionar a identificação de marcadores bioquimicos que sejam indicativos de estádios 

específicos do desenvolvimento embrionário (Jain & Ishii, 1997). Dentre os aspectos 

bioquimicos relacionados com a poliembriogênese zigótica e somática em coníferas, atenção 
especial tem sido direcionada ao estudo do acúmulo e mobilização de proteínas de reserva nas 

sementes (Hakman, 1993). 

As proteínas nas sementes podem ser subdivididas em categorias, denominadas de 
proteínas de reserva, as quais compõem a maior parte das proteínas e que servem como fonte 

de aminoácidos para uso durante a germinação e crescimento da muda (Higgins, 1984; 

Shewry et al., 1995), proteínas estruturais, as quais são essenciais para o normal metabolismo 

celular (Higgins, 1984) e proteínas enzimáticas. Proteínas de reserva são consideradas 

marcadores do processo de maturação em embriões zigóticos de gimnospermas e 

angiospermas (Dunstan et al., l998).i Nas coníferas, tanto embriões somáticos como embriões 

zigóticos acumulam proteínas de reserva em abundância, durante a fase de maturação dos 
einbriões (Hakman et al., 1990). Estudos referentes ao controle do processo de maturação, 

tanto em sementes como em embriões somáticos, requerem um melhor entendimento das 
mudanças estruturais nos tecidos ativos na acumulação de substâncias de reserva, bem como o 

conhecimento das proteinas de reserva presentes na semente (Hakman, 1993). 

O objetivo deste estudo foi analisar alguns parâmetros de crescimento de suspensões 
celulares de A. angustzƒolia, mantidas na ausência ou presença de fitorreguladores (2,4-D, 

BAP e Kin). Além disso, foi feito um estudo comparativo do padrão de proteínas totais 
apresentado -por linhagens celulares embriogênicas, embriões zigóticos cotiledonares e seus 

respectivos megagametófitos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Material Vegetal 

Neste experimento, foram utilizadas as linhagens celulares embriogênicas BM02O2 e 

BMz212 além de embriões zigóticos cotiledonares e seus respectivos megagametófitos 

excisados de sementes maduras de A. angustiƒolia coletadas de uma planta matriz no 

município de Lages (SC). As linhagens celulares embriogênicas BM0202 e BMz212 foram
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induzidas no mesmo período (dezembro/98) e passaram pelo mesmo número de subcultivos 

em meio semi-sólido, e vem sendo mantidas no escuro a 25 i 2° C. Entretanto, tanto a fase de 

indução comoia de manutenção foi realizada em tratamentos diferentes. A linhagem celular 
embriogênica BM0202 foi induzida e mantida em meio de cultura BM0, composto pela 

formulação salina de Gupta e Pullman (1991) suplementada com sacarose 30,0 g_L`1, ácido 

nícotínico 0,5 mg.L`1, piridoxina-HCl 0,5 mg.L'1, tiamina-HCl 1,0 mg.L`1, glicina 2,0 mg.L`1, 

L-glutamina 1000,0 mg.L`1, caseina hidrolisada 500,0 mg.L`1, mio-inositol 1000 mg.L`1 e agar 

6,5 g.L`1. A linhagem celular embriogênica BMz212 foi induzida em meio de cultura BM5, 
composto pelo meio de cultura BM0 suplementado com fitorreguladores 2,4-D (5 uM), BAP 
(2 uM) e Kin (2 uM), sendo na fase de manutenção subcultivada em meio de cultura BMz 
composto pelo meio de cultura BM0 suplementado com 2,4-D (2 |.1M), BAP (1 ul\_/I) e Kin (1 

uM). 

Suspensões celulares 

'As linhagens celulares embriogênicas BM0202 e BMz212 foram estabelecidas como 

suspensões celulares, utilizando-se os mesmos meios de cultura utilizados na fase de 

manutenção (BM0 e BMz) com exceção do agar. Como inóculo inicial utilizou-se 0,25 g (peso 
fresco) de linhagem celular embriogênica, inoculadas em frascos de Steward contendo 120 

mL de meio de cultura. Os frascos contendo as suspensões celulares foram mantidos no 
escuro a temperatura de 25° C, em agitador rotatório horizontal (1 rpm). Foram utilizados 16 

frascos de Steward (oito fiascos para cada linhagem celular embriogênica) para medição do 

pH e concentração de glucose do meio de cultura, e quantificação de proteínas extracelulares. 
Cada um dos frascos correspondeu a uma amostra com cerca de 120 mL de meio de cultura 
retirada com 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 dias de cultivo. Para a medição do pH do meio de 

cultura foram feitas medições logo após a autoclavagem deste. Para o acompanhamento da 

dinâmica de crescimento das linhagens celulares embriogênicas BM0202 e BMz2l2, através 

da técnica volumétrica ou de sedimentação celular, foram utilizados quatro frascos de Steward 

(dois frascos para cada linhagem celular embriogênica), adaptados com tubos graduados de 

centrífuga, realizando-se as medições a cada três 'dias (42 dias de cultivo). No estudo da 
dinâmica de crescimento das linhagens celulares embriogênicas a quantidade de inóculo 

inicial, volume de meio de cultura e condições de armazenamento foram as mesmas 

empregadas para os frascos utilizados na quantificação das proteínas extracelulares e medição 

do pH e concentração de glucose no meio de cultura.
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Parâmetros de crescimento 

-A determinação do volume celular sedimentado consistiu na inversão da posição dos 

frascos de Steward para sedimentação das células no tubo de centrífuga. Após 30 minutos, 

realizou-se a leitura do volume de células sedimentadas em cada um dos quatro fiascos. 
Para quantificação das proteínas extracelulares, e medição do pH e concentração de 

glucose no meio de cultura, as suspensões celulares BM02O2 e BMz212 foram filtradas em 
malha de 200 um e posteriormente centrifugadas por 15 minutos a 5.000 rpm. Três alíquotas 
de 10 mL do meio de cultura (sobrenadante) foram utilizadas para determinação do pH do 
meio de cultura. Ao restante do meio de cultura (80-90 mL) foram adicionadas duasigotas de 

1 mM de fenilmetil sulfonil fluoreto (PMSF), sendo posteriormente armazenado a_0° C até o 

momento da quantificação das proteínas extracelulares. 

As proteínas extracelulares foram precipitadas durante 24 horas, a 4° C, adicionando- 

se 15 mL de álcool etílico absoluto em 20 mL do meio de cultura (proporção de 1 volume de 
álcool etílico absoluto para cada 1,5 volume de meio de cultura). Em seguida, as amostras 
foram centrifugadas durante 10 minutos a 8.000 rpm a temperatura de 0° C. O precipitado 
forrnado foi ressuspendido em 250 uL de solução 50 mM de fosfato de sódio dibásico (pH 
7,0) sendo o sobrenadante descartado. A concentração de 'proteínas extracelulares 

ressuspendidas na solução de fosfato de sódio dibásico foi estimada espectrofotometricamente 

(UV-120, Shimadzu®) utilizando-se o método colorimétrico de Bradford (1976) medindo-se a 

absorbância a 595 nm. 

Para determinação da concentração de glucose presente no meio de cultura, utilizaram- 

se 100 uL de meio de cultura, ao qual adicionou-se 1 mL de água destilada. Em seguida 
retirou-se 100 |iL da amostra diluída, e adicionou-se 2 mL do reagente de cor. A solução 
formada foi aquecida durante 10 minutos em banho-maria (l00° C) e posteriormente resfriada 

durante dois minutos em água (temperatura ambiente). A concentração de glucose presente 
em cada amostra foi detemiinada espectrofotometricamente (UV-120, Shimadzu®) pelo uso 

de um kit para dosagem de glucose (Analiza®) lendo-se a intensidade de absorbância a 630 
nm. 

Extração das proteínas totais e eletroforese 

Aproximadamente um grama das linhagens embriogênicas BM0202 e BMz2l2, 

embriões zigóticos cotiledonares e seus respectivos megagametófitos foram utilizados para
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extração das proteínas totais. Os embriões zigóticos e os megagametófitos foram extraídos das 

sementes em banho de gelo (4° C) e posteriormente congelados até o momento da extração 
das proteínas totais. As linhagens celulares embriogênicas foram retiradas do meio de «cultura 

semi-sólido BM0 e BMz (Capítulol, pag. 22) e logo em seguida foram utilizadas para extração 
das proteínas totais. 

Independentemente do tipo de material vegetal utilizado (in vivo ou in vitro), foi 

adotada a mesma metodologia para extração das proteínas totais. O material vegetal foi 

transferido para um eadinho de porcelana mantido em banho de gelo (4° C), onde 

posteriormente adicionou-se nitrogênio líquido e macerou-se o material vegetal até ser 

pulverizado. O material vegetal pulverizado foi homogeneizado em 200 pL de tampão de 
extração (previamente resfriado) contendo 50 mM de fosfato de sódio dibásico 7,0), 1,5 

% de B-mercaptoetanol, 0,5 % de SDS e 1mM de PMSF. O extrato obtido foi eentrifugado a 

5.000 rpm por 10 minutos a 0° C. As proteínas totais presentes no sobrenadante foram 

precipitadas a 4° C por pelomenos 24 horas, após a adição de um a dois volumes de álcool 
etílico absoluto. Em seguida, a amostra contendo as proteínas totais precipitadas foi 

centrifugada a 8.000 rpm, por 20 minutos, a 0° C. O sobrenadante obtido foi descartado e o 

material sedimentado foi ressuspendido em 250 uL de solução 50 mM de fosfato de sódio 
dibásico (pH 7,0) e, em seguida, aquecido por dois a cinco minutos em banho maria 
(aproximadamente 70-80° C) para completa homogeneização da amostra. A concentração de 
proteínas totais contida em cada amostra foi determinada espectrofotometricamente (U V-120, 
Shimadzu®) através do método colorimétrico de Bradford (1976) medindo-se a absorbância a 

595 nm.
` 

Determinada a concentração de proteínas totais, as amostras foram diluídas com 

tampão de amostra, sendo o padrão de proteínas totais determinado por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (12 %) em condições desnaturantes (Laemmli, 1970). Aproximadamente 25 

uL de cada amostra contendo 80 ug de proteínas foi depositada por poço. O padrão para 
determinação do peso molecular das proteínas foi; miosina, 205 kDa; B-galactosidase, 116 

kDa; fosforilase b, 97,4 kDa; 'albumina bovina, 66 ikDa, ovoalburnina, 45 kDa; anidrase 

carbônica, 29 kDa. Após a eletroforese, o gel foi banhado em solução 20 % (p/v) de TCA e 

em seguida eorado com Coomassie brilliant blue R-250 durante 12 horas no escuro.
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RESULTADOS ' 

Dinâmica de crescimento das suspensões celulares 

Após 42 dias de cultivo, as suspensões celulares das linhagens embriogênicas BM0202 
e BMz2l2 apresentaram um volume celular sedimentado de 38,50 e 39,75 mL 
respectivamente (Fig. 1). O crescimento médio na linhagem celular embriogênica BM0202 foi 
de 0,92 mL/dia, enquanto que na linhagem celular embriogênica BMz2l2 foi de 0,95 mL/dia. 
Apesar das linhagens celulares embriogênicas apresentarem um volume ñnal de células 
sedimentadas semelhante, o perfil da cinética de crescimento nas fases da curva foi 

diferenciado. Comparativamente, a suspensão celular da linhagem celular embriogênica 

BMz212 mantida no meio de cultura BM; apresentou de forma distinta, durante os 42 dias de 
cultivo, as fases de desenvolvimento inicial, exponencial, linear e estacionária. Já a suspensão 

celular da linhagem celular embriogênica BM02O2 mantida no meio de cultura BM0, 
apresentou uma fase exponencial pouco pronunciada e até o 42° dia de cultivo ainda não 
havia entrado na fase estacionária. Até o 9° dia de cultivo, as linhagens celulares 

embriogênicas BM0202 e BMz212 mantiveram-se n'a fase de desenvolvimento inicial. Após 
este ponto, a linhagem celular embriogênica BMz212 deu início à fase exponencial de 

crescimento, aumentando rapidamente o volume de células sedimentadas. Entre o 22° e 38° 

dia de cultivo, a linhagem celular embriogênica BMz212 apresentou menores variações no 
volume de células sedimentadas, demonstrando a tendência de um padrão linear de 

crescimento. A partir do 39° dia houve uma desaceleração na taxa de crescimento da 

linhagem celular embriogênica BMz2`l`2, indicando o início da fase estacionária de 

crescimento. .

_ 

Para a linhagem celular embriogênica BM0202 a fase exponencial durou do 10° até o 

21° de cultura, entretanto esta fase foi menos evidente quando comparada a linhagem celular 

embriogênica BMz2l2. A fase linear da linhagem celular embriogênica BM0202 começou no 
22° dia de cultivo, não sendo identificada-a fase estacionária após 42 dias de cultivo.
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Figura 1. Curva de crescimento das suspensões celulares de linhagens celulares A 

embriogênicas de A. angustzfolia, em meio de cultura Bl\/10202 e 
BMz212. Média e desvio padrão de duas repetições por ponto. 

pH do meio de cultura « 

Com relação ao valor do pH do meio de cultura, as suspensões celulares das linhagens 
celulares embriogênicas BM02O2 e BMz212 pouco diferiram inicialmente entre si em relação 
ao seu comportamento (Fig. 2). Até o inicio da fase exponencial de crescimento o valor do pH 
do meio de cultura na suspensão celular da linhagem celular embriogênica BMz212 manteve- 

se em níveis superiores ao da suspensão celular da linhagem celular embriogênica BM02O2, 
alternando este panorama em seguida. Na suspensão celular da linhagem celular embriogênica 
BMz212~ após o meio de cultura ser autoclavado (pH 5,43) até a fase estacionária da curva de 

crescimento (pH 3,09) houve uma queda progressiva nos valores do pH do meio de cultura. 
Para a suspensão celular da linhagem celular embriogênica BM<›202, o valor do pH do meio 
de cultura observado após este ser autoclavado foi de 5,39, ocorrendo posteriormente a queda 

nos valores até o 30° dia de cultivo (pH 3,79) havendo um aumento a partir deste ponto (pH 
5,02) e uma nova queda ao término das medições (pl-I 4,22).
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Figura 2. Variações de pH do meio de cultura de suspensões celulares de 
linhagens celulares embriogênicas de A. angustifolia, em meio de 
cultura BM0202 e BMz212. Média e desvio padrão de três repetições 
por ponto. ' 

Proteínas extracelulares 

Com relação às proteínas extracelulares, as linhagens celulares embriogênicas BM0202 
e BMz212 apresentaram um comportamento semelhante de aumento da quantidade de 

proteínas extracelulares com o transcorrer do tempo de cultivo (Fig. 3). Entretanto, na 

suspensão celular da linhagem celular embriogênica BM02O2 foram encontrados, em todos os 
pontos analisados, valores superiores de proteínas extracelulares quando comparados com a 

suspensão celular BMz212. Na linhagem BMz212, até início da fase exponencial de 

crescimento, não foi possível a quantificação das proteínas extracelulares. A partir deste 
ponto, à medida em que houve o aumento no volume de células sedimentadas, foi possível a 

quantificação das proteínas extracelulares. Já, para a suspensão celular da linhagem celular 

embriogênicas BM02O2, desde a fase inicial de desenvolvimento foi possível a quantificação 

das proteínas extracelulares.
'
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Figura 3. Variações na quantidade de proteínas extracelulares em suspensões 
celulares de linhagens celulares embriogênicas de A. àngustzfolia, em 
meio de cultura BM02O2 e BMz2l2. Média e desvio padrão de duas 
repetições por ponto. _ 

Concentração deglucose no meio de cultura 

As suspensões celulares BM02O2 e BMz212 demonstraram perfis distintos quanto ao 
consumo de glucose presente no meio de cultura (Fig. 4). O perfil de utilização de glucose 
pela linhagen BM0202 caracterizou-se por um período de consumo inicial baixo 

(desenvolvimento inicial e fase exponencial), aumentando posteriormente até atingir um 
ponto máximo, ocorrendo em seguida uma queda progressiva na sua concentração no meio de 
cultura (fase linear). Na linhagem BMz212, também foi caracterizado um consumo inicial 
baixo de glucose (desenvolvimento inicial e fase exponencial), seguido por um perfil de 
oscilação entre aumento e diminuição na sua presença no meio de cultura (fase linear e 

estacionária de crescimento). 

Na suspensão celular BMz212, o ponto máximo na concentração de glucose no meio 
de cultura ocorreu no 35° dia de cultivo, diminuindo progressivamente seu valor a partir deste 

ponto e, este ponto coincidiu com a entrada na fase estacionária de crescimento (35° dia). 
Para suspensão celular da linhagem BM0202, a quantidade máxima de glucose no meio de 

cultura, ocorreu no 30° dia de cultivo, declinando nas fases posteriores da curva de 

crescimento. Este ponto foi quantificado durante o transcorrer da fase linear de crescimento, e 

ao final dos 40 dias de cultivo a concentração de glucose presente no meio de cultura da 

suspensão celular da linhagem celular embriogênicas BM0202 foi menor que a quantidade 
presente no meio de cultura da suspensão celular BMz212.
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Figura 4. Variações na concentração de glucose do meio de cultura em 
suspensões celulares de linhagens celulares embriogênicas de A. 

angustzfolia, em meio de cultura BMOZO2 e BMz212. Média e desvio - 

padrão de três repetições por ponto.
' 

Padrão de proteínas totais 

O perfil protéico apresentado pelas linhagens celulares BM02O2 e BMz212' pouco 
diferiu entre si (Fig. 5). Nas duas linhagens foram detectadas proteínas na faixa acima de 205 

kDa até 45 kDa. Contudo, na linhagem BMz2l2, mantida na presença de fitorreguladores 

(2,4-D, BAP e Kin), a expressão destas proteinas foi mais pronunciada, com exceção da 
banda com massa molecular de aproximadamente 45 kDa que se destacou de forma 

semelhante nas duas linhagens celulares embriogênicas. De forma similar, o perfil protéico 

observado para os embriões zigóticos cotiledonares e megagametófitos também foi 

semelhante entre si (Fig. 5). Comparativamente, as linhagens BM0202 e BMz212 

apresentaram uma banda com massa molecular de aproximadamente 45 kDa não identificada 

nos embriões zigóticos cotiledonares e megagametófitos. Por outro lado, os embriões 

zigóticos e megagametóñtos apresentaram uma banda com proteínas de massa molecular 

entre 66 kDa e 45 kDa e outras duas bandas abaixo de 29 kDa não observadas nas linhagens 

celulares embriogênicas BM0202 e BMz212.
-
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F' 5. Eletroforese de proteínas totais da linhagem celular BMz212 (linha 1); padrão igura 
eso molecular das proteínas (linha 2); linhagem celular BM02O2 (linha 3); , P 

embrião zigótico cotiledonar (linha 4); megagametófito (linha 5). Gel foi 
~ corado com Cornmassie Brilliant Blue R-250 e a massa molecular do padrao 

de proteínas (indicado no quadro da direita) foi composto por: miosina, 205 
' kDa; B-galactosidase, 116 kDa; fosforilase b, 97,4 kDa; albumina bovina, 66 
kDa; ovoalbumina, 45 kDa; anidrase carbonica, 29 kDa.



70 

DISCUSSAO 

Dinâmica de crescimento das suspensões celulares 

Apesar de revelarem uma taxa média de crescimento semelhante, após 42 dias de 
cultivo, as suspensões celulares das linhagens BM02O2 e BMz212 diferiram em relação ao 
número de dias necessários para atingir a fase estacionária de crescimento. É possível que este 
perfil possa estar relacionado ao nível de organização celular apresentado pelas culturas. No 
meio de manutenção em meio de cultura semi-sólido, as linhagens celulares mantidas em 
meio de cultura BM0 apresentam um padrão de organização típico de pró-embriões 

(bipolaridade), com histogênese mais conspicua do que a observada nas linhagens celulares 
mantidas em meio de cultura BM; (Fig. 6). Em Pinus pinaster, o nível de organização das 
linhagens celulares embriogênicas influenciou o crescimento no meio líquido, 'sendo que 

normalmente culturas embriogênicas menos organizadas cresceram melhor (Bercetche & 
Pâques, 1995). Em Picea abies, culturas embriogênicas tipo A (embriões somáticos bipolares) 
apresentam menor crescimento no meio liquido quando comparados a cultura tipo B 
(embriões somáticos pouco desenvolvidos) (Egertsdotter et al., 1993). 

Nas suspensões celulares das linhagens BM02O2 e BMz212, a fase inicial de 

desenvolvimento durou nove dias, diferindo a partir daí com relação ao volume sedimentado 
de células. Para a suspensão celular da linhagem BMz212, a fase estacionária de crescimento 

foi atingida no 36° dia de cultivo, enquanto que a suspensão celular da linhagem BM02O2 não 
atingiu este mesmo patamarapós o 42° dia de cultivo. Este longo período registrado na fase 
de desenvolvimento inicial pode estar associado com a densidade de inóculo inicial utilizada 
(0,25 g) para o estabelecimento das suspensões celulares. A densidade de inóculo inicial afeta 
a taxa inicial de crescimento in vitro. Quantidades de inóculo inicial maiores geralmente 

crescem mais rápido no início da suspensão celular do que quantidades menores (George, 

1993). Em suspensões celulares de A. angustifolia, Astarita e Guerra (1998) utilizaram uma 
grama de células como inóculo inicial, obtendo uma fase de desenvolvimento inicial que se 
estendeu até o 5° dia de cultivo sendo no 30° dia atingida a fase estacionária. Em suspensões 
celulares de Picea glauca-engelmanni e Picea mariana foram utilizadas duas gramas de 

inóculo inicial, não sendo observada a fase de desenvolvimento inicial e no 21° dia de cultivo 

atingiu-se a fase estacionária (Lulsdorf et al., 1992). É
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pH do meio de cultura 

Os valores de pH do 'meio de cultura obtidos para as suspensões celulares das 

linhagens celulares embriogênicas BM0202 e BMz212, mantidas em meio de cultura BM0 e 

BMz, apresentaram comportamento diferenciado em relação a outros relatos em coníferas. 
Normalmente, existe uma tendência de queda no valor do pH do meio de cultura com 
posterior aumento no seu valor durante o transcorrer da curva de crescimento. Este 

comportamento é normalmente observado em meios de cultura contendo nitrogênio na fonna 

reduzida (NHR) e na fonna oxidada (N03) (George, 1993). Em suspensões celulares de A. 
angustzƒolia mantidas em meio LP (von Arnold & Eriksson, 1981), o qual apresenta NO3` e 

NHÍ, o pH do meio de cultura diminui a partir da primeira metade do período de cultura (pH 
4,94) e aumentou posteriormente (pH 5,6) (Atarita e Guerra, 2000). Em suspensões celulares 
de Picea glauca-engelmannii e Picea mariana, também mantidas em meio LP, foi observado 

uma redução no valor do pH do meio de cultura após o 1° dia de cultivo, havendo 

posteriormente o aumento gradual no seu valor (Lulsdorf et al., 1992). 

As variações ocorridas no valor do pH do meio de cultura são geralmente relacionadas 
às mudanças na fonna de utilização do nitrogênio, se na forma reduzida (NHK) ou na forma 

oxidada (NO3'). As plantas utilizam preferencialmente o nitrogênio na forma reduzida para o 

seu metabolismo, e a sua absorção pelas células provoca a diminuição no valor do pH externo 

em função da excreção de prótons (1-Ii) no meio (George, 1993). A utilização do nitrato pelas 
células ocorre preferencialmente em pH ácido "e depende da atividade da enzima nitrato 
redutase, que reduz o nitrato a nitrito, composto que em seguida é reduzido a amônio através 

da ação da enzima nitrito redutase (George, 1993). Além da utilização diferencial de NI-LÊ e 

N05, são relacionados os seguintes mecanismos modificadores do pH extracelular: (1) 

absorção de COz pelo meio; (2) excreção de ácidos orgânicos e aminoácidos pelas células e 

(3) secreção ou troca de IT pelas células (Minocha, 1987). 

Contudo, a suplementação do meio de cultura com aminoácidos e/ou caseína 

hidrolisada também pode servir como fonte de nitrogênio para tecidos vegetais cultivados in 

vitro (George, 1993). Tecidos de coníferas são incapazes de suportar altas quantidades de 

NI-If, entretanto as culturas podem ser supridas com níveis equivalentes de nitrogênio 

reduzido na fonna de aminoácidos sem a ocorrência de toxicidade (Durzan, 1982). A caseína 
hidrolizada e a L-glutamina são freqüentemente adicionadas ao meio de cultura para indução 

e manutenção de calos embriogênicos, e para o subsequente crescimento de embriões 

somáticos em coníferas (Feirer, 1995). Destes, a Ifglutamina desempenha função vital no
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metabolismo do nitrogênio em espécies de coníferas, devido à sua habilidade em servir como 

molécula transportadora/doadora de nitrogênio para o metabolismo de aminoácidos (Feirer, 

1995). Entretanto, quando aminoácidos são adicionados ao meio de cultura, e estes são 

absolvidos pelas células ocorre o decréscimo do pH do meio de cultura, de forma similar ao 

que ocorre quando ions NHK são absolvidos pelas células (George, 1993). Possivelmente, a 

manutenção dos baixos valores de pH observados até o final do cultivo das suspensões 
celulares BM0202 e BMz212 em relação aos observados por Astarita e Guerra (2000) possa 

estar relacionada ao consumo preferencial da L-glutamina e da caseína hidrolizada em relação 

as fontes de inorgânicas de nitrogênio (NH4+ e NO3') presentes no meio de cultura BM. 

Comparativamente, a manutenção dos menoresvalores de pH do meio de cultura na 
suspensão BMz212 em relação a suspensão celular BM0202, observada a partir do 20° dia de 

cultivo pode ser atribuída à suplementação com fitorreguladores em especial o 2,4-D (2 uM). 
Uma das formas pelas quais as auxinas promovem o crescimento de tecidos vegetais ocorre 
através da secreção de íons hidrogênio (I-1* ) provocando a diminuição do pH e ativação de 
enzimas responsáveis pela flexibilização de componentes estruturais da parede celular (teoria 

do crescimento ácido) (T aiz & Zeiger, 1991). Na cultura de tecidos vegetais, a liberação de 
É pelas células pode provocar a diminuição do pH do meio de cultura (George, 1993). 

Adicionalmente, o menor grau de organização celular da linhagem celular embriogênica da 

suspensão celular BMz212 também pode estar relacionada com os menores valores de pH do 
meio de cultura observados. Em suspensões celulares de Picea abies, foram observadas 
diferenças pronunciadas no valor do pH do meio de cultura nas culturas embriogênicas tipo A 
(embriões somáticos bipolares) e tipo B (embriões somáticos pouco desenvolvidos) (Find et 

al.,1998). A suspensão celularda cultura embriogênica tipo A, atingiu um pico no valor do 
pH do meio de cultura em 6,5, estabilizando seu valor posteriormente em 6,0. Já a suspensão 
celular da cultura embriogênica tipo B, sofreu queda progressiva no valor do pH do meio de 

cultura estabilizando o seu valor em aproximadamente 4,5 (Find et al., 1998). 

Proteínas extracelulares 

Nas duas linhagens celulares embriogênicas analisadas ocorreu um aumento 

progressivo na quantidade de proteínas secretadas para o meio de cultura durante os 40 dias 

de cultivo. Em A. angustiƒolia, o aumento na acumulação de proteinas extracelulares no meio 
de cultura sugere um intensivo processo de excreção, o qual pode ser relacionado a 

modificações bioquimicas ou mudanças celulares estruturais como o aumento da
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permeabilidade da membrana e porosidade da parede celular, resultando na lise celular 

(Astarita & Guerra, 2000). Assim como no volume celular sedimentado, o grau de 

organização celular das linhagens celulares pode influenciar a quantidade de proteínas 

secretadas para o meio de cultura. Nos experimentos, a linhagem celular com maior grau de 

organização celular (em meio de cultura BM0) demonstrou em todos os pontos analisados 

uma maior excreção de proteínas para o meio de cultura, quando comparada à linhagem 

celular com menor grau de organização (em meio de cultura BMz). Diferenças de morfologia 

e padrão de crescimento em culturas embriogênicas parecem estar correlacionadas com a 

secreção de proteínas (Egertsdotter et al., 1993). Em Picea abíes, a maior proporção de 
pequenas células meristemáticas nas culturas embriogênicas tipo A promove a excreção para 
o meio de cultura de proteínas que diferem no tipo e quantidade, em relação as secretadas pela 

alta proporçãode células vacuoladas presentes nas culturas embriogênicas tipo B (Find et al., 

1998). 

Concentração de glucose no meio de cultura

~ 
Durante o período de intenso crescimento das suspensoes celulares BM0202 e 

BMz212, ocorreu um aumento na concentração de glucose no meio de cultura. Astarita e 

Guerra (2000)'observaram um comportamento semelhante em suspensões celulares de A. 
\` 

angustzfolia mantidas em meio de cultura LP suplementadas com sacarose (3 %). Segundo 

estes autores, a concentração de glucose e frutose" no meio de cultura atinge valor máximo em 

momentos distintos da curva de crescimento, havendo o consumo de frutose durante as fases 

iniciais de crescimento das células, para só então ocorrer o consumo de glucose do meio 
de 

cultura. 

Além da A. angusfiƒolia, outras coníferas também demonstram um padrão seletivo de 

assimilação de glucose e frutose. Suspensões celulares de culturas embriogênicas 
de Picea 

mariana, metabolizam preferencialmente glucose enquanto que as de Picea glauca- 

engelmannii consomem preferencialmente frutose (Tautorus et al., 1994). Em suspensões 
celulares de Taxus media, a glucose foi consumida mais rapidamente que a frutose 

(Wickremesinhe & Arteca, 1994). Em Picea abíes, suspensões celulares de culturas 

embriogênicas tipo A e tipo B apresentaram diferentes taxas de consumo para glucose e 

frutose, mas não demonstraram uma clara preferência com respeito a qual monossacarídeo 

seria consumido durante o periodo de cultura (Find et al., 1998).
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As diferenças' observadas no perfil de acúmulo e consumo de glucose do meio de 

cultura nas suspensões celulares BM02O2 e BMz212, também podem estar relacionadas à 

suplementação do meio de cultura com 2,4-D (2 uM). Segundo Gautheret (1955), as auxinas 

podem promover a mobilização de carboidratos, entretanto seus efeitos sobre a 

permeabilidade celular e respiração dificultam o estabelecimento de um padrão de 

comportamento geral. Se o meio de cultura contém açúcares como glucose, sacarose, ou 

frutose, estes são absorvidos pelas células, reduzindo o consumo interno de carboidratos ou 

mesmo resultando em um estado mais ou menos transitório de acúmulo dentro do tecido 

(Gautheret, 1955). Neste caso, possivelmente, a presença de auxinas, ao invés de atuarem em 

favor da depletação do açúcar causaria sua acumulação o que pode ser explicado em parte por 

mudanças na permeabilidade celular (Gautheret, 1955). _ 

Padrão de proteínas totais 

A análise da eletroforese das proteínas totais revelou não haver grandes diferenças no 
perñl protéico apresentado entre as linhagens celulares mantidas na presença ou ausência de 

fitorreguladores (2,4-D, BAP. e Kin) tanto para os megagametófitos como para os embriões 

zigóticos cotiledonares. Entretanto, quando se compararam os perñs apresentados pelo 

material in vivo» e in vitro foram encontradas claras diferenças nos perfis protéicos. A presença 
de banda de proteína com massa molecular de aproximadamente 45 kDa no material in vitro e 

sua não ocorrência no material in vivo pode estaf relacionada ao estádio de desenvolvimento 

do embrião zigótico ou somático. Dunstan etial., (1998) descreveu cinco diferentes grupos de 

polipeptidios envolvidos durante o processo de maturação de embriões somáticos de 
Picea 

glauca. Segundo estes autores, a presença ou ausência de alguns destes grupos estaria 

intimamente associada aos estádios de desenvolvimento dos embriões somáticos. No caso de 

A. angustifolia, isto torna-se bastante evidente na medida em que foram comparados perfis 

protéicos de linhagens celulares embriogênicas contendo pró-embriões somáticos em estádios 

iniciais de desenvolvimento com embriões zigóticos cotiledonares. Em Pinus caribaea, foi 
identificada uma classe de proteínas com massa molecular de 25 kDa (similar à germinina) 

ligadas ionicamente à superficie celular de embriões somáticos em estádio pré-globular. Estas 

proteinas parecem estar relacionadas a esta fase desenvolvimento (embriões polarizados), 
já 

que as mesmas não foram observadas em calos não embriogênicos (Neutelings et al., 1998). 

Em Picea abies, nenhuma das proteínas caracterizadas como proteínas de reserva foram 
identificadas nas culturas embriogênicas contendo embriões somáticos imaturos (Hakman et
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al., 1990). Em embriões somáticos cotiledonares de Abies alba x Abies alba foram 
encontradas proteinas com massa molecular de 27 e 29 kDa não detectadas nos embriões 
zigóticos cotiledonares (Vooková et al.,_ 1998). Segundo estes autores, as proteinas de 27 e 29 
kDa- são consideradas proteínas de estresse produzidas em conseqüência de tratamentos 
prolongados e concentrações imprópxias de agentes osmóticos utilizados na fase de maturação 
e de desenvolvimento dos embriões somáticos. 

No presente trabalho, de forma semelhante, a presença de certas proteínas no embrião 
zigótico cotiledonar e megagametófito também pode estar relacionada ao estádio de 
desenvolvimento embrionário. A presença da proteína entre 66 kDa e 45 kDa pode estar 
relacionada à presença de uma classe, de proteínas altamente insolúveis denominadas de 
cristalóides. As cristalóides, são as principais proteínas de reserva em coníferas e sua síntese é 

regulada no transcorrer do desenvolvimento embrionário (Attree .& Fowke, 1993). As 
proteínas cristalóides apresentam peso molecular de 55 até 63 kDa e são possivelmente 
compostas de várias subunidades (Hakman, 1993). Em Picea glauca, estas proteínas- em sua 

ri 

forma não-reduzida apresentam massa molecular de 57 k_Da e na sua forma reduzida migram 
em três subunidades com massa molecular alcançando de 42 kDa, 34,5-35 kDa e 22,5-23 kDa 
(Misra & Green, 1990). Com relação às proteínas de massa molecular inferiores a 29 kDa, 
existem evidências de que a sua presença também seja influenciada pelo estádio de 

desenvolvimento embrionário. Farrant e_t al., (1996) trabalhando com..eixos embrionários 

maturos de A. angustiƒolia, identificou nesta espécie uma classe de proteínas homólogas as 
LEA's` (late embryogenesis abundant) denominadas de proteínas similares a deidrina 

apresentando massa molecular de 23, 26 e 28 kDa. Segundo estes autores esta classe de 
proteínas estaria associada a altos níveis de ácido abscisico (ABA) nas sementes, conferindo 
resistência a perda de água e contra baixas temperaturas em sementes de clima temperado. 

coNcLUsõEs 

A) As linhagens celulares com e sem fitorreguladores apresentaram um crescimento médio 
semelhante de 0,92 mL/dia e 0,95 mL/dia, respectivamente. Contudo o padrão de 

desenvolvimento nas fases da curva de crescimento foi diferenciado; 

B) A quantidade de inóculo inicial utilizada nas suspensões celulares pode resultar em 
i 

períodos mais__curtos ou mais longos no desenvolvimento inicial da curva de crescimento; 

C) O consumo preferencial pelas 'linhagens celulares embriogênicas de fontes orgânicas de 
nitrogênio, em dettimentos as fontes inorgânicas de nitrogênio presentes no meio de
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cultura BM (Gupta & Pullman, 1991) e a presença de auxinas (2,4-D) no meio de cultura, 
podem reduzir o pH do meio de cultura das suspensões celulares; 

Ficou evidente para as duas suspensões celulares (com e sem reguladores de crescimento) 

o consumo preferencial de glucose nos estádios mais tardios da curva de crescimento 

(linear e estacionária). Contudo, as suspensões celulares com e sem fitoireguladores 

apresentaram perfil diferenciado de concentração de glucose no meio de cultura; 

O perfil de excreção de proteínas extracelulares foi similar para as suspensões celulares 
BM02O2 e BMz212. Entretanto, nos períodos de cultivo analisados, a concentração de 

proteínas extracelulares foi maior nas suspensões celulares isenta de 
fitorreguladores 

(Bh/10202), possivelmente em função de sua histogênese mais conspícua; 

A eletroforese das proteínas totais revelou não haver grandes diferenças no perfil protéico 
apresentado entre as linhagens celulares embiiogênicas mantidas na presença ou ausência 

de fitorreguladores (2,4-D, BAP e Kín) tanto para os megagametófitos como para os 

embriões zigóticos cotiledonares. Entretanto, quando se compararam os perfis 

apresentados pelo material in vivo e in vitro foram encontradas claras diferenças 
nos 

perfis protéicos, sendo estas diferenças provavelmente relacionadas a estádios 
específicos 

do desenvolvimento embrionário.

×
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CONSIDERAÇOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

Desde o século XIX diversos estudos vêm sendo realizados sobre a embriogênia de 

coníferas. Entretanto, grande parte dos primeiros relatos sobre tais estudos foram 

desenvolvidos com espécies de coníferas do hemisfério Norte, principalmente com aquelas 

pertencentes aos diferentes gêneros da família Pínaceae. Com o passar dos anos, na medida 
em que foram sendo realizados estudos com as demais famílias de coníferas, descobriu-se que 

o modelo de embriogênia da família Pinaceae era altamente especializado e, portanto, não 

poderia ser utilizado como um padrão geral para as demais familias. 
De forma semelhante, os estudos iniciais referentes a embriogênese somática em 

coníferas foram realizados com diferentes espécies da família Pinaceae, em especial as do 

gênero Picea sp. Contudo, os métodos desenvolvidos para a indução, desenvolvimento e 

maturação de embriões somáticos em Picea sp nem sempre têm se mostrado eficientes para os 

demais famílias de coníferas, bem como para alguns gêneros da família Pínaceae. Perante tal 

situação, novos estudos em diferentes áreas da poliembriogênese zigótica e somática de 

coníferas ainda terão que ser realizados como forma de suporte ao desenvolvimento de 

protocolos de embriogênese somática eficientes nas diversas espécies e gêneros. 

Os resultados obtidos no presente trabalho elucidam alguns aspectos básicos e 

aplicados relacionados ao desenvolvimento embrionário em Araucaria angustífolia. Contudo, 

ainda são necessários avançosno conhecimento da embriogenia desta espécie para que o 

protocolo de embriogênese somática possa ser aplicado com sucesso. Assim, apesar do uso de 

embriões zigóticos imaturos possibilitar a indução de culturas embriogênicas em altas 

frequências, novos estudos devem ser realizados visando a indução de culturas embriogênicas 

a partir de tecidos mais maduros. Na fase de manutenção e maturação das linhagens celulares 

embriogênicas, novas condições de meio de cultura devem ser testadas levando-se em conta o 

modelo de desenvolvimento embrionário em sementes recalcitrantes. 

O estudo e caracterização de aspectos. metabólicos em suspensões celulares de A. 
angusaƒolía são necessários para uma melhor compreensão dos fatores que controlam e 

afetam o potencial embriogênico das culturas. Adicionalmente, a possibilidade da 

identificação de estádios específicos do desenvolvimento embrionário através de marcadores 

bioquímicos, morfo-fisiológicos e genéticos é altamente desejável para o entendimento dos 

mecanismos associados ao desenvolvimento embrionário. Assim, o maior conhecimento 

sobre estes aspectos poderá permitir o desenvolvimento de protocolos mais precisos e menos 

empíricos de embriogênese somática aplicados às coníferas.
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Anexo 1. Análise de variância para os fatores, meio de cultura (M), planta (P) e data de coleta 

dos cones (C). 

Anova para os dados transformados Raiz de (y + 2) 

Causas da 
Variação 

GL ' SQ QM F P<0,05 F tab 

Meio 
Planta 

Int M x P 
Erro (a) 

§,o×:×›t.› 

1,23 7 
72,468 
3 5,38 1 

286,750 

0,412 
36,234 
5,897 
5,974 

0,069 
6,065 
0,987 

ns 2,8 
* 3,19 
ns 2,29 

Sub-total 
Coleta 

Int M x C 
Int P x C 

Int M x P x C 
Erro (b) 

U1 \O 395,836 
4 222,300 
12 37,947 
8 40,273 
24 97,756 
192 1 142,347 

55,575 
3,162 
5,034 
4,073 
5,950 

9,341 
0,532 
0,846 ~ 

0,685 

* 2,42 
ns 1,8 
ns _, 1,99 
ns 1,57 

Total 

cvfiz (%)= 76,07 
cvsb (%)= 75,92 

(*) Asterisco indica valores significativos da interação 

299 . 1936,460 - -



Anexo 2. Componentes da formulação salina dos 

Eriksson, 1981) e BM (Gupta & Pullman, 1991). 
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meios de cultura LP (von 'Arnold & 

Constituintes Concentração (mg/L) 

BM' ,LP 
NH4N03 
KNO3 
KHQPÔ4 
Ca(NO3)2 . 4Hz0 
CaClz . 21-120 

MgSO4 . 7HzO 
Mg(N03)2 . 6HzO 
MgClz . 6HzO 
KI 
H3BOz. 

MnSO4 . 4Hz0 
ZnSO4 . 7HzO 
NazMoO4 . 2H¿O 
CuSO4 _ 5HzO 
CoClz . 6HzO 
FeSO4 . 7HzO 
EDTA 
ZnNaz _ EDTA 

603,8 

909,9 

136,1 

236,2 

_ 246,5 

256,5 

50,0 

4,15 

15,5 

10,5 

14,4 

0,125 

0,125 

0,125 

6,95 

9,33 

1.200,o 

1.900,0 

340,0
' 

1760,0 

370,0
* 

0,75 

0,63 

2,23 

0,025 

0,0025 

0,0025 

13,9 

18,7 

4,05


