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RESUMO 

 

DE OLIVEIRA, Leandro Francisco. Metabolismo de poliaminas na embriogênese 

zigótica e somática de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. 2017. 180 p. Tese 

(Doutorado em Ciências, área de Botânica) – Instituto de Biociências, Universidade de São 

Paulo, São Paulo, 2017. 

 

A Araucaria angustifolia é uma conífera nativa do Brasil. Em função da sua intensa 

exploração florestal, a espécie ocupa apenas 2% de sua vegetação natural. Neste sistema, a 

aplicação de técnicas biotecnológicas, como a embriogênese somática, podem ser integradas 

a programas de melhoramento genético e conservação. A similaridade entre a embriogênese 

somática e zigótica, tem sido utilizada para o estabelecimento de estudos visando o 

aperfeiçoamento do cultivo in vitro dos embriões somáticos, bem como para um maior 

conhecimento dos aspectos moleculares e fisiológicos que regulam a embriogênese. O 

metabolismo de poliaminas (PAs), mais especificamente putrescina, espermidina e 

espermina, tem se mostrado como fundamental para a compreensão e evolução da 

embriogênese zigótica e somática. Entretanto, a biossíntese das PAs e seu envolvimento nos 

vários processos biológicos que regulam a embriogênese, são pouco conhecidas em 

coníferas. Inserido nessa perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo o estudo do 

metabolismo de PAs durante três estádios de desenvolvimento da semente (contendo as fases 

da embriogênese inicial até a tardia) e na proliferação de linhagens embriogênicas com 

diferentes potenciais embriogênicos de A. angustifolia. Foram investigados: a) os perfis de 

PAs (livres e conjugadas) e aminoácidos; b) determinação da via preferencial da biossíntese 

de putrescina, através da atividade enzimática da arginina descarboxilase (ADC) e ornitina 

descarboxilase (ODC); c) identificação e caracterização do padrão de expressão dos genes 

envolvidos no metabolismo de PAs; e d) a identificação das relações entre os perfis de PAs 

e aminoácidos presentes nas sementes das matrizes, e sua potencial influência nas fases de 

indução, proliferação e maturação dos embriões somáticos. Durante a embriogênese 

zigótica, a expressão dos genes AaADC (arginina descarboxilase) e AaSAMDC (S-

adenosilmetionina descarboxilase) aumentaram no estádio cotiledonar, juntamente com o 

aumento de PAs. A biossíntese da putrescina é realizada preferencialmente via ADC, 

enquanto que a citrulina foi o principal aminoácido presente nas sementes. Em relação ao 

metabolismo de PAs nas culturas embriogênicas, os dados obtidos demonstraram que a 

arginina e ornitina parecem ter diferentes funções em cada linhagem testada. Na linhagem 

com alto potencial embriogênico, a arginina parece estar associada com a ativação dos genes 

relacionados ao catabolismo de PAs (AaPAO2, AaCuAO e AaALDH), enquanto que esse 

efeito não foi observado na linhagem bloqueada. A ODC tem uma maior atividade na 

linhagem responsiva, enquanto que na linhagem bloqueada, as atividades da ADC e ODC 

são similares. Dependendo da matriz foram observados diferentes perfis de PAs e 

aminoácidos, sendo estes perfis relacionados com as taxas de indução, proliferação e 

desenvolvimento dos embriões somáticos. Putrescina total, ornitina e asparagina foram os 



 
 

metabólitos diferencialmente identificados entre as matrizes, os quais podem ser propostos 

como marcadores bioquímicos para a seleção de matrizes com alto potencial para a 

embriogênese somática. Os resultados obtidos fornecem informações relevantes e inéditas 

sobre o metabolismo de PAs e aminoácidos na embriogênese zigótica e somática de A. 

angustifolia, bem como fornece novos subsídios para o aprimoramento das condições 

artificiais utilizadas para o desenvolvimento dos embriões somáticos. 

 

Palavras-chave: Arginina descarboxilase. Araucaria angustifolia. Embriogênese somática. 

Embriogênese zigótica. Ornitina descarboxilase. Poliaminas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

ABSTRACT 

 

DE OLIVEIRA, Leandro Francisco. Polyamine metabolism in zygotic and somatic 

embryogenesis of Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. 2017. 180 p. Tese (Doutorado 

em Ciências, área de Botânica) – Instituto de Biociências, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2017. 

 

The Araucaria angustifolia is a native conifer species of Brazil. Due to its intense 

exploitation, the species cover only 2% of its original forest area. In this system, 

biotechnological tools, like somatic embryogenesis, may be integrated into breeding and 

conservation programs. The similarity between zygotic and somatic embryogenesis have 

been used to establishment of studies in order to optimization of somatic embryos in vitro 

culture, as well as for a better understanding of physiologic and molecular aspects that 

modulates the embryogenesis. The metabolism of polyamines (PAs), specifically putrescine, 

spermidine and spermine, has been demonstrated as fundamental for the comprehension and 

evolution of zygotic and somatic embryogenesis. However, the biosynthetic pathways of 

PAs and their involvement in various biological process that regulate the embryogenesis are 

little known in conifers. Inserted in this perspective, the aim of the current work was to study 

the metabolism of PAs during three seeds development stages (containing the early till late 

embryogenesis phases) and in proliferation of cell lines with different embryogenic potential 

of A. angustifolia. Were investigated: a) PAs (free and conjugated) and amino acids profiles; 

b) determination of preferential pathway for putrescine biosynthesis, through enzymatic 

activity of arginine decarboxylase (ADC) and ornithine decarboxylase (ODC); c) 

identification and characterization of gene expression profile of genes related to metabolism 

of PAs; and d) identification of the relationship between PAs and amino acids profiles in 

seeds of mother plants, and their potential influence in initiation, proliferation and 

maturation phases of somatic embryos. During the zygotic embryogenesis, AaADC (arginine 

decarboxylase) and AaSAMDC (S-adenosylmethionine decarboxylase) genes were up-

regulated at cotyledonary stage along with the increasing of PAs. The biosynthesis of 

putrescine is performed preferentially by ADC pathway, while citrulline was the main amino 

acid recorded during the seed development. Regarding the metabolism of PAs in 

embryogenic cultures, the data demonstrated that arginine and ornithine seem to have 

different functions in each cell line tested. In cell line with high embryogenic potential, 

arginine seems to be associated to activation of genes related to PAs catabolism (AaPAO2, 

AaCuAO e AaALDH), while in blocked cell line this effect was not observed. ODC has a 

higher enzymatic activity in responsive cell line, while in blocked cell line, both ADC and 

ODC activities are similar. Depending of mother plant, were observed different PAs and 

amino acids profiles, being these profiles related with the rate of initiation, proliferation and 

maturation of somatic embryos.  Total putrescine, ornithine and asparagine were the 

differentially metabolites identified between the mother plants, which can be proposed as 

biochemical marker to select mother plant with high potential to somatic embryogenesis. 

The results obtained provide relevant and inedited information about the metabolism of PAs 

and amino acids in zygotic and somatic embryogenesis of A. angustifolia, as well as provide 

news subsidies for optimization of in vitro conditions for somatic embryos development.  

 

Keywords: Arginine decarboxylase. Araucaria angustifolia. Somatic embryogenesis. 

Zygotic embryogenesis. Ornithine decarboxylase. Polyamines. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

1. O processo de embriogênese zigótica 

A embriogênese zigótica é um processo biológico complexo e altamente organizado 

e representa o papel central no ciclo de vida das plantas superiores (Cairney et al., 1999; von 

Arnold et al., 2002; Santa-Catarina et al., 2006). Nos vegetais o termo embriogênese 

corresponde as fases de desenvolvimento compreendidas entre a fertilização até o início da 

dormência do embrião zigótico (Harada et al., 2010). A embriogênese é considerada como 

um modelo para estudos de desenvolvimento e diferenciação em plantas, pois é através dela 

que é estabelecida a arquitetura do indivíduo, pela geração da forma (morfogênese), 

associada com a organização de estruturas (organogênese) e diferenciação das células que 

resultam nos diversos tecidos vegetais (histogênese) (Floh et al., 2015). 

Nas angiospermas, o processo de embriogênese tem início com a dupla fecundação 

dando origem ao zigoto (2n) e o endosperma (3n). Dentro do saco embrionário ocorre a 

primeira divisão celular do zigoto (divisão assimétrica), resultando na formação de uma 

estrutura polarizada formada por um polo superior voltado para o endosperma (embrião) e 

pelo polo inferior voltado para a micrópila (suspensor) (Floh et al., 2015). A primeira divisão 

do zigoto é acompanhada pela formação da parede celular, pela determinação dos três eixos 

embrionários (longitudinal, lateral e radial), e por uma sequência de alterações na morfologia 

do embrião passando, no caso de dicotiledôneas, pelos estádios globular, cordiforme, 

torpedo e cotiledonar (Floh et al., 2015).  

Por outro lado, a embriogênese em gimnospermas é caracterizada, após a fusão dos 

gametas masculino e feminino, por uma etapa de núcleos livres na qual inicialmente não é 

possível observar a formação da parede celular (Hakman e Oliviusson, 2002). Em 

gimnospermas são reconhecidas três fases distintas durante o desenvolvimento embrionário 

(Figura 1): a) fase proembrionária que vai desde a fertilização até o rompimento da 

arquegônia pelo proembrião (estádios anteriores ao alongamento do suspensor primário); b) 

fase embrionária inicial, que compreende aos estádios após o alongamento do suspensor 

secundário e antes do estabelecimento dos meristemas e c) fase embrionária tardia, na qual 

a protoderme e o procâmbio são diferenciados e os meristemas apical e radicular são 

estabelecidos (Singh, 1978; Haines e Prakash, 1980; von Arnold et al., 2002).   

Para a maioria das gimnospermas ocorre a formação de múltiplos embriões durante 

a fase embrionária inicial (Figura 1) cuja formação pode ocorrer via dois processos: a 
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poliembrionia simples ou por clivagem (Singh, 1978; Gifford e Foster, 1989; Floh et al., 

2015). Na poliembrionia simples ocorre a formação de mais de um embrião a partir da 

fertilização de mais de um arquegônio. Já na poliembrionia por clivagem, poliembriões 

podem ser formados a partir da bipartição por clivagem das células proembrionárias 

resultando na formação de até 24 proembriões. Independente do processo de 

poliembriogênese (simples ou por clivagem), apenas o embrião zigótico que atinge a 

cavidade de corrosão é mantido na semente, sendo que os demais (embriões subordinados) 

são eliminados por morte celular programada (Gifford e Foster, 1989; Sharma e Thorpe, 

1995; Floh et al., 2015).  

 

 

Figura 1. Modelo de desenvolvimento do embrião em gimnospermas (Pinus sp). E – 

camada embrionária; EM – massa embrionária; pE – camada embrionária primária; pU – 

camada superior primária; S – camada do suspensor; sS – suspensor secundário; U – camada 

superior. Fonte: adaptado de von Arnold et al. (2002).  

 

Nas fases tardias do desenvolvimento, o embrião reduz drasticamente os processos 

de divisão celular dando início a fase de maturação (Ikeda et al., 2006). Tanto para 

angiospermas como em gimnospermas, a maturação é considerada como a etapa final e 

fundamental do desenvolvimento do embrião (Perán-Quesada et al., 2004). Durante 

maturação, ocorre o desenvolvimento dos cotilédones e acúmulo de substâncias de reserva 

(lipídeos, carboidratos e proteínas), as quais são consideradas fundamentais para o período 

pós-germinação (desenvolvimento inicial da plântula) até a autotrofia (Bewley e Black, 

1994; Merkle et al., 1995). Dependendo do desenvolvimento fisiológico da semente, a fase 

de maturação pode ser ainda caracterizada pela diminuição da atividade metabólica e 

aquisição da tolerância a dessecação mediada ou não pelo ácido absíscico (sementes 

ortodoxas) (Bewley e Black, 1994; von Arnold et al., 2002; Walters et al., 2008), ou então 
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pelo aumento da atividade metabólica e acúmulo de água (sementes recalcitrantes) (dos 

Santos et al., 2006). 

O desenvolvimento embrionário vegetal é caracterizado por um controle espacial e 

temporal na expressão de centenas de genes que desencadeiam processo de transcrição, 

biossíntese e transporte de hormônios vegetais (principalmente auxinas) ao longo do eixo 

embrionário (Floh et al., 2015). Grande parte do nosso conhecimento sobre os aspectos 

moleculares do desenvolvimento embrionário são decorrentes do uso de sistemas modelos 

como Arabidopsis thaliana ou Medicago truncatula (Karami et al., 2010; Elhiti et al., 2013; 

Radoeva e Weijers, 2014; Fehér, 2015). Contudo, de acordo com Ballester et al., (2016), o 

desenvolvimento embrionário de espécies arbóreas com longo ciclo de vida, sobretudo nas 

coníferas, apresenta uma série de particularidades que não são encontradas nos sistemas 

modelos. Os recentes avanços obtidos com uso dos sequenciadores de última geração, e a 

rápida expansão da base de dados de sequências genéticas vem permitindo o 

aprofundamento dos estudos moleculares em sistemas não-modelo, como por exemplo, as 

arbóreas com longo ciclo de vida (Elbl et al., 2015a; Ballester et al., 2016). O 

desenvolvimento de estudos envolvendo aspectos moleculares em arbóreas é considerado 

atualmente como fundamental para a ampliação do conhecimento básico relacionado ao 

desenvolvimento embrionário, bem como para a sua potencial aplicação via ferramentas 

biotecnológicas (Ballester et al., 2016). 

 

2. Embriogênese somática em gimnospermas 

A embriogênese somática é um processo análogo à embriogênese zigótica, no qual 

uma célula ou um grupo de células vegetativas são precursoras de embriões somáticos 

(Tautorus et al., 1991; Zimmerman, 1993). Esse processo envolve uma série de estádios de 

desenvolvimento, que se aproximam da sequência de eventos observados na embriogênese 

zigótica. As similaridades entre os dois processos envolvem aspectos morfológicos, 

bioquímicos e moleculares (Hakman, 1993; Thibaud-Nissen et al., 2003; Schmidt et al., 

2006; Tereso et al., 2007; Sghaier et al., 2008; Floh et al., 2015). Em virtude dessas 

similaridades, vários estudos têm buscado marcadores comuns dos diferentes estádios do 

desenvolvimento da embriogênese somática e zigótica (Klimaszewska et al., 2004; Domoki 

et al., 2006; Namasivayam, 2007; Sghaier et al., 2008). Abordagens integrativas da 

embriogênese zigótica e somática são fundamentais para o a compreensão destes processos, 
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estabelecimento de protocolos eficientes, e que mimetizem as condições necessárias para o 

correto desenvolvimento embrionário (Garcia-Mendiguren et al., 2015). 

O emprego da embriogênese somática pode ter diferentes objetivos, que vão desde 

a obtenção de um modelo de referência para estudos básicos em biologia celular e molecular, 

fisiologia e bioquímica, até a propagação clonal, visando à conservação e o melhoramento 

genético das espécies (Floh et al.,2015). Como modelo para estudo de um processo 

morfogenético, a embriogênese somática é ideal para investigar o processo de diferenciação 

em plantas, bem como os mecanismos de totipotencialidade da célula vegetal. Incluem-se 

aqui abordagens diferenciais da competência celular que é definida como o potencial de 

reprogramação de uma célula em resposta a sinais específicos, por meio de processos de 

desdiferenciação e rediferenciação (Floh et al., 2007). Adicionalmente, a ES permite 

eliminar as dificuldades encontradas em se analisar os estádios iniciais da embriogênese 

zigótica, durante o desenvolvimento do embrião no interior do tecido materno (Smertenko e 

Bozhkov, 2014).  Como exemplo, estão as fases pró-embrionária e embrionária inicial, 

caracterizadas como de difícil ou impossíveis manipulações nas condições in vivo.  

Sistemas de embriogênese somática e micropropagação têm sido utilizados, com 

relativo sucesso, para diferentes sistemas vegetais, objetivando a multiplicação e 

conservação de espécies lenhosas, em especial gimnospermas (Jain e Ishii, 1998; 

Klimaszewska et al., 2016; Ballester et al., 2016), sejam aquelas de interesse comercial ou 

ameaçadas de extinção, para futuros programas de reflorestamento clonal (Guerra et al., 

2000; Neale e Kremer, 2011; Santa-Catarina et al., 2013). A utilização da cultura de tecidos, 

mais especificamente da embriogênese somática, como uma técnica biotecnológica, 

possibilita que sejam transpostas barreiras e dificuldades encontradas na propagação 

convencional de espécies nativas recalcitrantes (Santa-Catarina et al., 2013). 

Comparativamente às demais técnicas de micropropagação, a embriogênese somática 

apresenta as seguintes vantagens sobre outros sistemas de propagação in vitro: a) permite a 

obtenção de uma grande quantidade de propágulos (embriões somáticos); b) o sistema 

permite um alto grau de automatização (biorreatores), permitindo baixar os custos por 

unidade produzida; c) os embriões somáticos podem ser produzidos de forma sincronizada, 

com alto grau de uniformização e qualidade genética; d) pode ser utilizada como uma 

ferramenta integrada a programas de melhoramento vegetal; e) e como ferramenta para 

pesquisa de genômica funcional em coníferas, por meio da transformação genética (Högberg 

et al., 1998; Guerra et al., 1999; Santa-Catarina et al., 2013; Klimaszewska et al., 2016).  
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A modulação da embriogênese somática pode ser dividida em quatro etapas 

distintas (Figura 2):  

a) Etapa de indução – tem início após a inoculação dos explantes em meio de 

cultura suplementado ou não com reguladores de crescimento, especialmente auxinas e 

citocininas (von Arnold et al., 2002), ou ainda com a aplicação de condições estressantes 

como baixas temperaturas e exposição a luz, estressores osmóticos, aumento ou diminuição 

na concentração salina ou então do pH do meio de cultura (Lee et al., 2001). Frequentemente, 

para o estabelecimento das culturas embriogênicas (CEs) em espécies arbóreas são utilizados 

embriões imaturos como explantes iniciais (Stasolla e Yeung, 2003; Klimaszewska et al., 

2007; Klimaszewska et al., 2016). A presença, na superfície do explante, de um calo branco-

translúcido indica o início da formação das massas proembriogênicas (MPEs) (von Arnold 

et al., 2002; Stasolla e Yeung, 2003);  

b) Etapa de multiplicação ou proliferação – quando alteradas as concentrações de 

auxinas e citocininas, suplementadas ao meio de cultura, as CEs podem ser proliferadas e/ou 

multiplicadas. Frequentemente os ciclos de subcultivos, que dão origem às novas MPEs, 

ocorrem de duas a três semanas em meio semi-sólido ou líquido (von Arnold et al., 2002; 

Stasolla e Yeung, 2003). Com base na morfologia, organização celular e número de células, 

podem ser identificados diferentes padrões de MPEs, descritas como: a) MPE I, composta 

por uma célula do suspensor vacuolizada adjacente as células embrionárias com citoplasma 

denso; b) MPE II, composta por agregados celulares similares a MPE I, entretanto com mais 

de uma célula do suspensor; c) MPE III caracterizada por um agregado com um número 

maior de células, constituído por células do suspensor e embrionárias, as quais formam 

agregados sem qualquer padrão de organização (von Arnold et al., 2002);  

c) Etapa de maturação – a partir da formação das MPE III e a retirada dos 

reguladores de crescimento ocorre a formação do ES inicial (Filonova et al., 2000; von 

Arnold et al., 2002). A adição de promotores da maturação, como o ABA, poliaminas e 

agentes osmóticos, promovem a inibição da proliferação e a evolução dos embriões 

somáticos (Attre e Fowke, 1993; Stasolla et al., 2002; von Arnold et al., 2002; Stasolla e 

Yeung, 2003). Durante a maturação são observadas as várias etapas da embriogênese tardia, 

incluindo os estádios globular e cotiledonar. Nesta evolução podem ser identificados 

diferentes eventos morfológicos (histodiferenciação da protoderme, crescimento axial e 

radial do embrião, desenvolvimento e expansão dos cotilédones, degradação do suspensor e 

desenvolvimento dos meristemas) e bioquímicos (acúmulo de substâncias de reserva, 
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redução da atividade metabólica e aquisição da tolerância à dessecação) (Stasolla e Yeung, 

2003; von Arnold et al., 2002);  

d) Etapa de germinação e estabelecimento da plântula – após sua completa 

formação, a transferência dos ES para meios isentos de reguladores de crescimento permite 

a germinação e subsequente desenvolvimento da plântula (Attre e Fowke, 1993; Stasolla e 

Yeung, 2003; von Arnold et al., 2002). O posterior desenvolvimento do sistema radicular 

permite a transferência destas plântulas para uma condição ex vitro (Högberg et al., 2003).  

 

 

Figura 2. Esquema do desenvolvimento da embriogênese somática em coníferas. ABA, 

ácido abscísico; ES, embrião somático; MPEs, massas proembriogênicas; PAs, poliaminas. 

Fonte: Adaptado de Stasolla e Yeung (2003), von Arnold et al. (2002), Steiner et al. (2008) 

e Jo (2012). 

 

O primeiro relato da obtenção de embriões somáticos em gimnospermas foi 

realizado por Norstog e Rhamstine (1967) utilizando embriões zigóticos de Zamia spp. Para 

coníferas o processo foi inicialmente descrito para Picea abies (Chalupa, 1985; Hakman e 

von Arnold, 1985; Hakman et al., 1985) e Larix decidua (Nagmani e Bonga, 1985), e 

atualmente está descrito para 30 espécies da família Pinaceae e para espécies das famílias 

Cupressaceae (quatro), Taxaceae (uma), Podocarpaceae (uma), Cephalotaxaceae (uma) e 

Araucariaceae (uma) (Guerra et al., 2016; Klimaszewska et al., 2016; Fraga et al., 2016). 

O uso da ES em coníferas tem proporcionado a produção de embriões em larga 

escala, como por exemplo em Picea glauca, onde é possível a obtenção de aproximadamente 

300 embriões somáticos a partir de 50 mg (peso fresco) de células em proliferação 

(Klimaszewska et al., 2016). Além disso, a criopreservação de CEs tem sido obtida com 

sucesso em pelo menos 26 espécies, incluindo aquelas pertencentes ao gênero Abies, Larix, 

Picea, Pinus e Pseudotsuga (Cyr e Klimaszewska, 2002; Klimaszewska et al., 2016). 

Entretanto, a genótipo-dependência, a rápida perda do potencial embriogênico após poucos 
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meses de subcultivo e a baixa taxa de embriões somáticos formados durante a maturação, 

devido as diversas condições impostas nessa etapa, tem impedido o emprego da ES na 

regeneração de plantas de algumas coníferas (Santa-Catarina et al., 2013). Apesar de 

inúmeros protocolos de ES já terem sido estabelecidos para espécies de coníferas, grande 

parte do sucesso obtido ainda se restringe aos membros da família Pinaceae (Lelu-Walter et 

al., 2013). Para as demais famílias de coníferas ainda existem uma série de limitações que 

impossibilitam a regeneração de plantas via ES (Sutton, 2002).  

Grande parte destas dificuldades estão associadas às condições de cultivo 

empregadas (estímulos físicos e químicos) ainda ineficazes para o correto desenvolvimento 

embrionário in vitro (Santa-Catarina et al., 2013). Com isso, estudos comparativos 

envolvendo abordagens moleculares, incluindo proteômica e transcriptômica, têm levado a 

identificação molecular e caracterização funcional dos vários genes envolvidos na indução 

e desenvolvimento do embrião somático (Vestman et al., 2011; Champagne et al., 2013; 

Martin et al., 2013; Elbl et al., 2015a; dos Santos et al., 2016).  

Estudos dos diferentes aspectos fisiológicos, bioquímicos e moleculares nestas 

várias fases são fundamentais para a compreensão dos processos básicos da diferenciação 

celular, bem como para o estabelecimento de protocolos mais eficientes de propagação 

através da embriogênese somática. Destaca-se que a indução e controle da embriogênese 

somática são dependentes da fonte de explante, do genótipo da planta matriz, e do tipo e 

concentração dos reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura (Guerra et al., 

1999; Steiner et al., 2008; Santa-Catarina et al., 2013).  

 

3. Poliaminas 

As poliaminas (PAs) são substâncias de ampla distribuição nos seres vivos tendo 

sido identificadas em bactérias, fungos, animais e plantas (Vuosku et al., 2006; Majumdar 

et al., 2013; Lasanajak et al., 2014). A presença em cristais de sêmen humano foi descrita 

por Antonie van Leeuwenhoek, em 1678, embora a sua constituição bioquímica tenha sido 

determinada em 1924, e a sua síntese realizada dois anos mais tarde (Wallace et al., 2003).  

A natureza policatiônica, associada às interações eletrostáticas observada junto a 

diversas macromoléculas essenciais (DNA, RNA, fosfolipídeos e proteínas), fazem com que 

as PAs apresentem funções essenciais para a sobrevivência da célula. Estudos destacam a 

sua interação com a cromatina (afetando as modificações epigenéticas do DNA), 

processamento do RNA, tradução e ativação de proteínas (Childs et al., 2003; Vuosku et al., 
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2006; Kusano et al., 2007; Baron e Stasolla, 2008; Vuosku et al., 2012; Minocha et al., 

2014). Acredita-se também que as PAs podem agir tanto como um sequestrador de radicais 

livres, protegendo o DNA de espécies reativas de oxigênio, bem como gerador dos mesmos, 

através de seu catabolismo, liberando peróxido de hidrogênio (Aloisi et al., 2016). 

Em plantas, as PAs têm sido consideradas como uma nova classe de reguladores de 

crescimento (Kakkar et al., 2000; Bais e Ravinshanlar, 2002; Steiner et al., 2007; Steiner et 

al., 2008; Lasanajak et al., 2014). Geralmente estão envolvidas nas respostas ao estresse 

biótico e abiótico (Baron e Stasolla, 2008; Alcázar et al., 2010). Entretanto, estudos também 

indicam seu envolvimento na morfogênese, agindo na divisão e diferenciação celular, morte 

celular programada, embriogênese, formação das raízes, iniciação e desenvolvimento floral, 

crescimento do tubo polínico, desenvolvimento e amadurecimento de frutos, metabolismo 

secundário, senescência, sinalização e balanço de N:C (Bouchereau et al., 1999; Wallace et 

al., 2003; Silveira et al., 2006; Kuznetsov e Shevyakova, 2007; Kusano et al., 2008; Steiner 

et al., 2008; Gemperlová et al., 2009; Alcázar et al., 2010; Kovács et al., 2010; Moschou et 

al., 2012; Tavladoraki et al., 2012; Majumdar et al., 2013; Minocha et al., 2014; Lasanajak 

et al., 2014; Majumdar et al., 2016).  

As PAs mais comuns nos vegetais são: putrescina (Put), espermidina (Spd) e 

espermina (Spm) (Silveira et al., 2006; Vieira et al., 2012; Jo et al., 2014; de Oliveira et al., 

2017) (Figura 2). Em alguns casos, a termoespermina (tSpm), pode ocorrer em conjunto ou 

substituindo a Spm (Minocha et al., 2014; Pál et al., 2015). As PAs podem ser encontradas 

nas formas de aminas livres ou conjugadas (Minocha et al., 2014; Pál et al., 2015). Na sua 

forma conjugada, elas geralmente ocorrem associadas com pequenas moléculas, tais como 

os ácidos fenólicos, ou ligadas a macromoléculas (Pál et al., 2015). Em células vegetais, as 

PAs são frequentemente armazenadas no vacúolo e na parede celular, entretanto, a Spm 

também está presente no núcleo celular (Belda-Palazon et al., 2012; Aloisi et al., 2016). 

 

Figura 3. Estrutura molecular das poliaminas putrescina, espermidina e espermina. Fonte: 

de Oliveira (2017). 
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3.1. Metabolismo de poliaminas em plantas 

Os níveis endógenos de PAs nas células são afetados por sua biossíntese, 

degradação, influxo e efluxo celular, compartimentalização e mecanismos de conjugação 

(Tiburcio et al., 1997; Kusano et al., 2007; Carbonell e Blázquez, 2009; Jiménez-Bremont 

et al., 2014). Embora existam relatos de trabalhos sobre o estudo do metabolismo de PAs 

em gimnospermas desde a década de 90, os mecanismos moleculares da ação das PAs ainda 

não foram totalmente elucidados, e pouco se sabe sobre a sua função a nível celular em 

coníferas (Vuosku et al., 2006; Jiménez-Bremont et al., 2014).   

Revisões abordando e descrevendo a biossíntese e catabolismo das PAs foram 

recentemente publicadas (Liu et al., 2015; Jancewicz et al., 2016; Majumdar et al., 2016). 

Em plantas, a biossíntese de Put, pode ocorrer através de duas rotas independentes, reguladas 

por duas diferentes enzimas (Figura 4) (Jiménez-Bremont et al., 2014; Majumdar et al., 

2016) ou seja: a primeira rota se inicia com a descarboxilação do aminoácido arginina, pela 

ação da enzima arginina descarboxilase (ADC; EC 4.1.1.19), localizada principalmente no 

cloroplasto em células fotossintéticas e direcionada ao núcleo em células não-fotossintéticas 

(Bortolotti et al., 2004). O produto desta reação é a agmatina, a qual é subsequentemente 

metabolizada a N-carbamoilputrescina e em Put, pela ação das enzimas agmatina deiminase 

(AIH; EC 3.5.3.12) e N-carbamoilputrescina amidohidrolase (CPA; EC 3.5.1.53), 

respectivamente (Alcázar et al., 2010; Vuosku et al., 2006); a segunda rota inicia com o 

aminoácido ornitina, o qual é convertido em Put, em uma única reação catalisada pela enzima 

ornitina descarboxilase (ODC; EC 4.1.1.17), encontrada principalmente no citosol de células 

vegetais (Jiménez-Bremont et al., 2014). A partir da Put pode ocorrer a síntese da Spd e 

Spm, onde a S-adenosilmetionina descarboxilada (dcSAM) atua como doador de grupos 

aminopropil, gerados pela ação da enzima S-adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC; 

EC 4.1.1.50) (Figura 3). A síntese da Spd e Spm é controlada por uma combinação da 

SAMDC e mais duas aminopropiltransferases, chamadas espermidina sintase (SPDS; EC 

2.5.1.16) e espermina sintase (SPMS; EC 2.5.1.22) (Shao et al., 2014; Majumdar et al., 

2016). A biossíntese de PAs e etileno são ligadas através da SAM, o qual é um precursor 

comum entre esses dois metabolismos (Bouchereau et al., 1999; Bais e Ravishankar, 2002; 

Silveira et al., 2006; Jo et al., 2014). 

A biossíntese de PAs está relacionada com o fluxo metabólico de outros 

aminoácidos, como o glutamato, ornitina, arginina, prolina, citrulina e metionina (Majumdar 

et al., 2016). A biossíntese de arginina ocorre via citrulina, a partir da ornitina (Figura 3), o 
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qual envolve a ação de três enzimas: ornitina carbamoiltransferase (OTC; EC 2.1.3.3), 

argininosuccinato sintase (ASS; EC 6.3.4.5) e argininosuccinato liase (ASL; EC 4.3.2.1). 

Por outro lado, a arginina pode ser convertida em ornitina em uma via simples, pela ação da 

arginase (EC 3.5.3.1), participando do ciclo da ureia. A arginina também pode ser convertida 

em citrulina e óxido nítrico (ON), como produtos pela ação da enzima óxido nítrico sintase 

(ainda não caracterizada em plantas) (Page et al., 2012; Minocha et al., 2014; Corpas e 

Barroso, 2014; Majumdar et al., 2016; Santolini et al., 2016). Juntos, o metabolismo das 

PAs e do glutamato conferem uma das maiores interações de vias na assimilação e 

particionamento do carbono e nitrogênio, apresentando uma ampla variedade de funções 

fisiológicas em plantas, produzindo outros aminoácidos, moléculas sinalizadoras, como o 

óxido nítrico, e GABA, que desempenham funções críticas no desenvolvimento vegetal e 

respostas ao estresse (Page et al., 2012; Minocha et al., 2014; Guo et al., 2014; Majumdar 

et al., 2016). 

O catabolismo de PAs tem a ação de duas enzimas específicas: a poliamina oxidase 

(PAO; EC 1.5.3.3), que degrada tanto a Spm em Spd, como a Spd em Put, e a diamino 

oxidase (DAO; EC 1.4.3.6), ou amina oxidase contendo cobre (CuAO), que degrada a 

putrescina em -1-pirrolina, posteriormente em GABA e então direcionado para o ciclo do 

ácido tricarboxílico (Bhatnagar et al., 2002; Minocha et al., 2014; Majumdar et al., 2016). 

Essas enzimas se localizam na parede celular, e o catabolismo das PAs acontece no 

apoplasto. Pesquisas tem demonstrado a importância do catabolismo das PAs no padrão da 

parede celular, através da liberação de H2O2 (produto do catabolismo) e influenciando os 

processos de lignificação e rigidez da parede (Moschou et al., 2012; Saha et al., 2015; Aloisi 

et al., 2016).  
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Figura 4. Vias de biossíntese da arginina/ornitina e poliaminas. AIH, agmatina 

deiminase; ARG, arginase; ADC, arginina descarboxilase; ASL, argininosuccinato liase; 

ASS, argininosuccinato sintase; CPA, N-carbamoilputrescina amidase; DAO, diamino 

oxidase; NOS, óxido nítrico sintase (putativa); ODC, ornitina descarboxilase; OTC, ornitina 

carbamoiltransferase; PAO, poliamina oxidase; SAMDC, S-adenosilmetionina 

descarboxilase; SPDS, espermidina sintase; SPMS, espermina sintase. Fonte: de Oliveira 

(2017). 

 

3.2. Importância das poliaminas na embriogênese 

A importância das PAs no processo de embriogênese zigótica tem sido amplamente 

estudada no sistema Arabidopsis thaliana. Grande parte deste conhecimento está 

relacionado com a utilização de mutantes das principais enzimas das vias de biossíntese 

como ADC, ODC, SPDS, SPMS e SAMDC (Imai et al., 2004; Urano et al., 2005; Ge et al., 

2006).  
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Diferentes funções podem ser associadas a cada rota biossintética (ADC ou ODC), 

as quais podem ser tecido-específica e terem uma regulação distinta, dependendo das 

condições fisiológicas do material (Kumar et al., 1997; Page et al., 2012; Majumdar et al., 

2013; Minocha et al., 2014). Ressalta-se que a via da ODC é geralmente identificada como 

mais ativa em células e tecidos com intensa atividade de divisão celular, como por exemplo, 

nos meristemas (Hummel et al., 2004; Vuosku et al., 2006), enquanto que a atividade da 

ADC tem sido encontrada em células em processo de alongamento, células embrionárias e 

células expostas a vários tipos de estresse (Tiburcio et al., 1997; Vuosku et al., 2006). 

Diferenças também foram observadas nos vários sistemas vegetais. Durante a embriogênese 

zigótica de Pinus sylvestris foi identificada a existência das duas rotas de biossíntese de PAs 

com o predomínio da ADC para a produção da Put. Entretanto, em Arabidopsis thaliana, 

bem como em outras espécies da família Bracicaceae, a ODC é ausente e a biossíntese só 

ocorre via a ADC (Hanfrey et al., 2001).  

Alterações nos perfis e conteúdo de Put, Spd e Spm ocorrem durante as diferentes 

fases de desenvolvimento in vivo dos embriões zigóticos, sugerindo a sua utilização como 

marcador bioquímico da diferenciação celular (Minocha et al., 1999, Astarita et al., 2003c, 

Silveira et al., 2004). Em Pinus radiata (Minocha et al., 1999), P. taeda (Silveira et al., 

2004), P. silvestrys (Vuosku et al., 2006) e P. abies (Malá et al., 2009) o conteúdo de Put é 

alto nos estádios iniciais do desenvolvimento embrionário, em comparação a Spd e Spm. 

Contudo, durante as fases de estabelecimento dos meristemas apical e radicular, 

alongamento dos cotilédones e acúmulo de substâncias de reserva, a Spd passa a ser a PA 

predominante em relação à Put e Spm (Minocha et al., 1999; Vuosku et al., 2006). 

Embora as PAs demonstrem grande importância durante o desenvolvimento dos 

embriões zigóticos (Minocha et al., 1999; Astarita et al., 2003b, 2003c; Silveira et al., 2004; 

Vuosku et al., 2006; Kusano et al., 2008; Gemperlová et al., 2009), ainda é desconhecido a 

relação da expressão gênica e as mudanças associadas com a biossíntese de PAs e 

arginina/ornitina durante o desenvolvimento de sementes. Em coníferas, como ainda não 

existe a disponibilidade de mutantes, o estudo do metabolismo de PAs tem sido baseado no 

uso de precursores marcados, quantificação por HPLC, ensaios enzimáticos, e estudos de 

expressão gênica (Gemperlová et al., 2009; Vuosku et al., 2006; Vuosku et al., 2012).  

A participação das PAs no desenvolvimento do embrião somático foi 

primeiramente descrita por Montague et al. (1978) em Daucus carota. Desde então, diversos 

trabalhos têm confirmado a importância das PAs para o desenvolvimento embrionário in 
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vitro em diferentes sistemas (Astarita et al., 2003a; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007; 

Vieira et al., 2012; Santa-Catarina et al., 2013; Cheng et al., 2015; Salo et al., 2016). Em 

Allium cepa, a adição de Put associada com a Spd promove a indução de embriões somáticos, 

enquanto que a presença apenas da Spd estimula a maturação e a conversão de embriões em 

plantas (Martinez et al., 2000). Em Daucus carota a Spm estimula a formação de embriões 

somáticos (Takeda et al., 2002). Baixas concentrações de ABA e de Put e níveis elevados de 

Spd foram associadas às altas taxas de conversões de embriões somáticos em Quercus 

petraea (Cvikrová et al., 1998).  

Os maiores níveis de Put estão associadas à intensa atividade de divisão celular, que 

ocorre durante a fase de proliferação celular da embriogênese somática (Feirer, 1995; 

Minocha et al., 2004). Durante a fase de maturação a qual está associada à diferenciação 

celular são observadas maiores concentrações de Spd e Spm (Minocha et al., 1999; Stasolla 

et al., 2002; Minocha et al., 2004; Gemperlová et al., 2009). A Spm é considerada 

biologicamente mais ativa que as demais PAs, atuando em diferentes processos como: 

estabilização das membranas celulares pela redução do transporte transmembrana dos 

fosfolipídios, interagindo com proteínas nucleares que determinam a configuração espacial 

do DNA, estimulando a atividade da síntese de pectinas e hemicelulose, além de exercer 

ação antioxidante (Bouchereau et al., 1999).  

A adição de Spd e Spm ao meio de cultura pode induzir a formação de ON em 

culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis (Santa-Catarina et al., 2007) e A. 

angustifolia (Silveira et al., 2006) e em plântulas de Arabidopsis thaliana (Tun et al., 2006). 

Estes trabalhos foram pioneiros e constituem as primeiras evidencias da relação em plantas 

de PAs e ON, bem como da importância deste processo de sinalização na competência e 

formação de embriões somáticos. A associação entre poliaminas e ON vem proporcionando 

novas perspectivas para o estudo da biossíntese e catabolismo de PAs e produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) em gimnospermas. Esses aspectos indicam que as PAs podem 

conferir maior tolerância a variados tipos de estresse atuando na remoção de espécies 

reativas de oxigênio e na estabilização das membranas celulares (Larher et al., 2003; Groppa 

& Benavides, 2008). 

Em espécies arbóreas, estudos indicam que as PAs estão envolvidas no 

estabelecimento da competência dos tecidos em produzir uma resposta à indução 

embriogênica e, portanto, serem utilizadas como marcadores para a identificação precoce de 

linhagens com diferentes capacidades embriogênicas (Niemi et al., 2002; Silveira et al., 
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2006; Nakagawa et al., 2011; Santa-Catarina et al., 2013). Segundo Shoeb et al. (2001), os 

níveis celulares de PAs e a relação Put/Spd constituem importantes biomarcadores da 

capacidade regenerativa em um sistema vegetal. Uma menor razão Put/Spd foi associada a 

intensa diferenciação de embriões somáticos globulares em culturas de P. sylvestris (Niemi 

et al., 2002). 

 

4. A Araucaria angustifolia como modelo de estudo 

4.1. A escolha do sistema 

O gênero Araucaria é composto por 19 espécies, constituindo o mais abundante 

dentro da família Araucariaceae, presente em parte da Oceania, sudeste Asiático e América 

do Sul (Liu et al., 2009). A A. angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma espécie arbórea nativa do 

Brasil, dominante nas formações de Floresta Ombrófila Mista (Guerra et al., 2002). 

Existente há mais de 300 milhões de anos, a espécie pertence a um dos grupos mais basais 

dentre as coníferas ainda vivas (Ordem Pinales) (Liu et al., 2009). Apesar da sua ampla 

distribuição no período mesozóico, as mudanças edafoclimáticas sofridas após a separação 

dos continentes (Haworth et al., 2011) e o surgimento das angiospermas, fizeram com que a 

A. angustifolia ficasse restrita a regiões de altitude no sul da América do Sul (Zonnenveld, 

2012), com ocorrência natural nos estados do Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, 

podendo também ser encontrada e em áreas esparsas de São Paulo, Minas Gerais, Rio de 

Janeiro, Argentina e Paraguai (Auler et al., 2002; Guerra et al., 2002; Liu et al., 2009).   

A A. angustifolia possui um papel fundamental na estrutura e funcionamento dos 

ecossistemas nos quais está inserida, sendo fonte de recursos também para os seres humanos. 

Sua área original era de aproximadamente 200 mil Km² (Guerra et al., 2000; Auler et al., 

2002; Duarte et al., 2002; Guerra et al., 2002). Entretanto, em função da alta qualidade da 

sua madeira, a espécie foi intensivamente explorada ao longo de sua história, de modo que 

atualmente restam somente 2% da área original por ela ocupada (Figura 4) (Guerra et al., 

2000; Duarte et al., 2002). Adicionalmente, a redução da Floresta Ombrófila Mista resultou 

na degradação das populações de Araucária, o que dificulta ainda mais sua regeneração 

natural (Shimizu et al., 2000). Como consequência, a espécie foi classificada como 

“criticamente em perigo de extinção” pela Lista Vermelha de Espécies ameaçadas da IUCN 

(The World Conservation Union) (disponível em: 

http://www.iucnredlist.org/details/32975/0, acesso em dezembro de 2016), e “em perigo” no 

Livro Vermelho da Flora do Brasil (Martinelli e Moraes, 2013), dados que foram 
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insuficientes, entretanto, para o recuo na exploração dos remanescentes florestais por ela 

ocupados (Guerra et al., 2002; Mantovani et al.,2006). Somado a isso, o aquecimento global 

é outro fator que poderá afetar diretamente a Araucária, uma vez que a espécie necessita de 

baixas temperaturas e elevada umidade relativa para se desenvolver adequadamente (Souza 

e Aguiar, 2012).  

 

 

Figura 4. Distribuição geográfica da espécie Araucaria angustifolia no Brasil. Área de 

ocorrência destacada em verde escuro. Distribuição no início do século XX (A), e a área de 

cobertura atual da espécie (B). Fonte: Conselho Nacional da Reserva da Biosfera da Mata 

Atlântica (2012). 

 

Além da exploração exacerbada da espécie, a dificuldade da recuperação natural de 

sua população também está ligada ao seu ciclo de vida longo, que leva em torno de 15 anos 

até atingir a maturidade reprodutiva (Garcia, 2002). A polinização inicia-se em setembro, e 

estende-se até dezembro, com o amadurecimento das sementes no período de março a julho. 

Sua fenologia é irregular, e seu ciclo reprodutivo leva, em geral, em torno de dois a quatro 

anos, considerando-se o início do desenvolvimento do cone feminino até a dispersão das 

sementes (Shimoya, 1962; Sousa e Hattemer, 2003a, 2003b; Mantovani et al., 2004).  
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Outro ponto que dificulta sua conservação é o fato de suas sementes apresentarem 

características recalcitrantes, e consequentemente a sua reduzida longevidade e viabilidade 

dificultam o armazenamento e conservação, resultando em um curto período de vida pós-

colheita (Balbuena et al., 2009; Pieruzzi et al., 2011; Berjak e Pammenter, 2013; Araldi et 

al., 2016). De acordo com Santos (2000), a conservação de pólen ou o cultivo in vitro de 

suas estruturas vegetativas, são alternativas de maior viabilidade quando comparadas a 

conservação utilizando sementes. A macropropagação, e os métodos convencionais de 

propagação dessa espécie, são dificultados pelo estádio de maturação dos propágulos, seja 

via estaquia ou enxertia, em função do plagiotropismo e crescimento lateral dos explantes 

(Kageyama e Ferreira, 1975; Wendling, 2011). 

Assim, outras estratégias como é o caso de técnicas biotecnológicas, devem ser 

adotadas para assegurar a sobrevivência da espécie. Salienta-se que estas metodologias 

apresentam um grande potencial de aplicação nos programas de melhoramento genético e 

conservação de germoplasma de A. angustifolia (Steiner et al., 2008; Pieruzzi et al., 2011). 

Dentre as técnicas biotecnológicas, a micropropagação, através da embriogênese somática, 

é considerada como a mais promissora em plantas, para a clonagem massal de genótipos 

superiores (Steiner et al., 2008) bem como para conservação ex situ de germoplasma de 

espécies em risco de extinção (Johnson et al., 2012; Ma et al., 2012).  

Associado a estas abordagens, estudos utilizando a A. angustifolia como modelo ou 

sistema referência, para estudos básicos dos processos de diferenciação, totipotencialidade 

e desenvolvimento embrionário são muito escassos. Em partes, a dificuldade em se estudar 

os processos de embriogênese desta espécie se deve à natureza recalcitrante das sementes, 

dificuldade em isolar os estádios iniciais do desenvolvimento dos embriões, referente a 

proembrionia, além do fato de seu ciclo reprodutivo ser longo.  

 

4.2. Embriogênese zigótica 

O desenvolvimento proembrionário na família Araucariaceae é considerado como 

um dos mais basais, e divergentes em relação às demais Coniferophytas (Johansen, 1950; 

Durzan, 2012). Diferentemente ao descrito para as demais famílias de coníferas, onde ocorre 

a formação de até quatro núcleos livres, em espécies de Araucariaceae há a formação de 32 

a 64 núcleos livres, formadas logo após a fusão dos gametas masculinos e femininos, e que 

precede a formação das paredes celulares (Guerra et al., 2008). Esta estrutura não fica 

posicionada nas extremidades do arquegônio, mas sim em uma posição central onde os 
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proembriões se formam (Raghavan e Sharma, 1995; Durzan, 2012; Floh et al., 2015). A 

polaridade dos proembriões ocorre pela organização dos núcleos livres, constituindo três 

tipos celulares bem definidos: as células do suspensor, da capa e do grupo embrionário 

(Guerra et al., 2008). A presença de uma camada de células denominada de capa, e o 

desenvolvimento de um proeminente sistema de suspensor secundário são consideradas 

características exclusivas da família Araucariaceae (Durzan, 2012; Floh et al., 2015).  

Nos estádios iniciais do desenvolvimento embrionário, o suspensor constitui a 

principal via de transporte de nutrientes para o proembrião o qual degenera após o final do 

estádio proembrionário (com o rompimento da arquegônia) (Astarita e Guerra, 2000). Neste 

estádio foi demonstrado a ocorrência de um aumento nos níveis de AIA (Astarita et al., 

2003a). Destaca-se que este fitormônio está diretamente relacionado com o estabelecimento 

da simetria e polaridade (eixo ápice-base) do embrião. A formação dos cotilédones é 

caracterizada por um aumento no número e tamanho das células, devido à presença de 

proteínas e um grande número de grãos de amido (Guerra et al., 2008; Rogge-Renner et al., 

2013). A seguir tem início a fase de maturação da semente com um aumento da concentração 

do ácido abscísico (ABA) durante a fase pré-cotiledonar dos embriões zigóticos, seguido de 

uma diminuição nos níveis durante as fases da embriogênese tardia (estádio cotiledonar e 

maturo) (Silveira et al., 2008). O ABA desempenha um papel fundamental no processo de 

maturação dos embriões zigóticos sendo a sua presença associada ao aumento na 

concentração de lipídeos e acúmulo de proteínas de reserva. Adicionalmente, a diminuição 

do ABA na embriogênese tardia, pode estar associada ao comportamento recalcitrante das 

sementes de A. angustifolia, ou seja, elas mantêm altos teores de água, são sensíveis à 

dessecação e continuam metabolicamente ativas até a germinação (dos Santos et al., 2006; 

Pieruzzi et al., 2011).  

A associação entre PAs e os processos de embriogênese zigótica em A. angustifolia, 

tem sido reportado em diversos trabalhos (Astarita et al., 2003c; Silveira et al., 2004; Silveira 

et al., 2006; Steiner et al., 2007; Jo et al., 2014; de Oliveira et al., 2017). Neste sistema 

vegetal, o perfil de PAs é caracterizado por uma redução brusca dos níveis de Put, e aumento 

da Spm durante as fases da embriogênese tardia (estabelecimento dos meristemas e formação 

dos cotilédones) (Astarita et al., 2003a, 2013b; Pieruzzi et al., 2011). Conteúdos elevados 

de Spd e Spm são essenciais ao final do desenvolvimento do embrião, quando o crescimento 

é decorrente, principalmente, do alongamento celular (Silveira et al., 2006). Adicionalmente, 

as PAs também estão relacionadas com os eventos pós-embriogênicos, se apresentando 
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também como marcadores do término da germinação das sementes de A. angustifolia 

(Pieruzzi et al., 2011).  

A presença de proteínas estádio-específicas, sugeridas como marcadores 

bioquímicos foram identificadas ao longo do processo de embriogênese zigótica de A. 

angustifolia (Silveira et al., 2008; Balbuena et al., 2011). Destaca-se que nas etapas iniciais 

do desenvolvimento embrionário ocorre maior expressão do metabolismo do estresse 

oxidativo, enquanto que nas fases tardias da embriogênese ocorre o acúmulo de proteínas de 

reserva (Balbuena et al., 2009, 2011). A expressão diferencial de oito genes (Argonaute 

(AaAGO), Cup-shaped cotyledon1 (AaCUC), wushel-related WOX (AaWOX), S-locus lectin 

protein kinase (AaLecK), Scarecrow-like (AaSCR), Vicilin 7S (AaVIC), Leafy Cotyledon 1 

(AaLEC), e Reversible glycosylated polypeptide (AaRGP)) durante o desenvolvimento das 

sementes de A. angustifolia, foi relatada por Schlogl et al. (2012a, b). Neste trabalho, os 

autores verificaram que genes relacionados a morfogênese (AaAGO, AaCUC, AaWOX, 

AaLeckin, AaLEC, AaRPG-like) e ao acúmulo de reservas na semente (AaVIC) foram mais 

expressos durante as fases globular e cotiledonar dos embriões zigóticos, enquanto que na 

fase de maturação foi possível observar uma diminuição no padrão de expressão.   

A construção de uma plataforma de transcriptoma da A. angustifolia tem fornecido 

relevantes informações sobre os aspectos moleculares do desenvolvimento embrionário 

desta espécie, tanto na embriogênese zigótica como na somática (Elbl et al., 2015a). Durante 

o desenvolvimento das sementes, os autores relataram que 13 genes foram diferencialmente 

expressos entre o estádio globular e cotiledonar. No estádio globular, foi identificada a 

expressão de genes envolvidos no armazenamento e biossíntese de carboidratos, enquanto 

que no estádio cotiledonar genes associados com a produção de metabólitos secundários e 

fatores responsivos ao etileno foram mais expressos. A comparação entre os estádios 

cotiledonar e maturo evidenciou 78 genes diferencialmente expressos. No estádio 

cotiledonar, foram identificados transcritos associados às categorias de processo do 

desenvolvimento e divisão celular, enquanto que no estádio maturo, foi observado maior 

abundância de transcritos relacionados com os fotossistemas e metabolismo da clorofila 

(Elbl et al., 2015a). A análise do transcriptoma evidenciou que a maioria dos unigenes 

identificados em A. angustifolia representam funções basais, comuns em Viridiplantae, mas 

também há genes compartilhados com espécies de Monocotiledôneas e Eudicotiledôneas, 

que podem representar funções que surgiram entre as espécies basais de Viridiplantae e 

gimnospermas (Elbl et al., 2015a). 
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4.3. Embriogênese somática em Araucaria angustifolia 

Os trabalhos com a embriogênese somática em A. angustifolia tiveram início com 

Guerra e Kemper (1992). Desde então, diversos estudos foram desenvolvidos visando o 

aperfeiçoamento do protocolo para obtenção de embriões somáticos nesta espécie (Astarita 

e Guerra 1998, 2000; Guerra et al., 2000; dos Santos et al., 2002; Silveira et al., 2002; Steiner 

et al., 2005; Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007; dos Santos et al., 2008, 2010; Schlogl 

et al., 2012a; Vieira et al., 2012, Jo et al., 2014).  

Especificamente para A. angustifolia, as MPEs são originadas a partir do ápice do 

embrião zigótico imaturo em estádio globular (dos Santos et al., 2002), e podem ser 

induzidas e proliferadas em meio de cultura, na ausência de reguladores de crescimento 

(Figura 5). Este fato, apesar de ser considerado como uma vantagem, por amenizar os 

problemas associados à variação somaclonal, impossibilita a formação de poliembriões 

somáticos pela simples retirada das auxinas e citocininas do meio de cultura (dos Santos et 

al., 2008). Como resultado, as culturas embriogênicas são formadas apenas por agregados 

celulares contendo células embrionárias e de suspensor com diferentes tamanhos, e por um 

baixo número de embriões somáticos globulares, os quais raramente evoluem para o estádio 

cotiledonar (dos Santos et al., 2008; de Oliveira et al., 2015; Jo et al.,2014; Elbl et al.,2015a; 

dos Santos et al., 2016).  
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Figura 5. Esquema da modulação da embriogênese somática em A. angustifolia. MPE, 

massas proembriogênicas; ES, embrião somático; ABA, ácido abscísico; BM, BM (Gupta e 

Pullman, 1991); meio de cultura MSG básico (Becwar et al., 1989). Caixas vermelhas 

indicam particularidades para este sistema. Caixas azuis indicam processos comuns aos 

protocolos para gimnospermas em geral. Linhas vermelhas tracejadas indicam as etapas nas 

quais o protocolo ainda não está completamente estabelecido. Fonte: Adaptado de Steiner et 

al. (2008) e Jo et al. (2014).  

 

A ausência de embriões somáticos e a genótipo-dependência da resposta das culturas 

ao ABA tem dificultado a fase de maturação dos embriões de A. angustifolia, onde o ABA 

provoca a oxidação das estruturas embrionárias menos evoluídas morfologicamente (dos 

Santos et al., 2008). Esta incapacidade de alguns genótipos apresentarem o desenvolvimento 

de embriões somáticos é geralmente identificada apenas nas etapas finais do processo de 

embriogênese, resultando na formação de embriões maduros com anormalidades, ou então 

com baixas taxas de conversão em plântulas (Stasolla et al., 2002; Stasolla e Yeung, 2003; 

dos Santos et al., 2006; Ochatt et al., 2016). Adicionalmente, diversos estudos têm mostrado 

a influência da planta mãe na eficiência em várias etapas da embriogênese somática, como 

relatado em Pinus sylvestris (Lelu-Walter et al., 2008; Aronen et al., 2009; Vuosku et al., 

2009) e A. angustifolia (dos Santos et al., 2002). Estes trabalhos demonstraram que a 

utilização de diferentes matrizes como doadores de explantes, tem revelado diferentes 
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respostas no estabelecimento de culturas embriogênicas e maturação dos embriões somáticos 

(Niskanen et al., 2004; Montalbán et al., 2012). Além disso, o efeito materno tem sido 

reportado como mais influente na indução e maturação dos embriões somáticos (Niskanen 

et al., 2004). Neste sentido, a identificação de marcadores bioquímicos e moleculares para 

uma seleção precoce de genótipos aptos e competentes para a formação e evolução de 

embriões somáticos viáveis, é considerada importante para o aperfeiçoamento dos 

protocolos de embriogênese somática (Dowlatabadi et al., 2009; Klimaszewska et al., 2004; 

Lipert et al., 2005; Silveira et al., 2008; Jo et al., 2014; Elbl et al., 2015a; dos Santos et al., 

2016).  

As altas concentrações endógenas de auxinas no embrião zigótico (Astarita et al., 

2003a), fonte inicial das culturas, podem suprimir sua suplementação no meio de indução 

das culturas embriogênicas. Contudo, a possível manutenção dos altos níveis de auxinas 

endógenas (provenientes dos explantes utilizados na fase de indução) nas culturas 

embriogênicas, durante a fase de proliferação, possivelmente dificultam a transdiferenciação 

das massas embrionárias em embriões somáticos, e possivelmente afetam a morfologia dos 

estádios tardios do embrião somático. Esse fato foi observado ao avaliar-se o banco de 

transcritos de A. angustifolia (Elbl et al., 2015a), em que vinte e um genes relacionados à 

via de auxina e outras vias auxina-independentes foram identificados como possíveis 

promotores da inadequada formação e evolução dos embriões somáticos durante a fase de 

maturação (Elbl et al., 2016, dados não publicados).  

Considerando-se as similaridades morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e 

moleculares, estudos com abordagens integrativas dos processos de embriogênese somática 

e zigótica têm sido estudados em A. angustifolia, em especial pelo grupo do BIOCEL e 

associados (Silveira et al., 2006; Silveira et al., 2008; Balbuena et al., 2009, 2011; Steiner 

et al., 2007; Durzan et al., 2012; Steiner et al., 2012; Schlogl et al., 2012a, 2012b; Vieira et 

al., 2012; Elbl et al., 2015a, 2015b; dos Santos et al., 2016). Adicionalmente, a manipulação 

do meio de cultura com relação ao metabolismo de aminoácidos (dos Santos et al. 2010), 

óxido nítrico (Silveira et al. 2006; Vieira et al. 2012) e poliaminas (Silveira et al., 2006; 

Steiner et al., 2007; Jo et al., 2014) tem desencadeado mudanças morfológicas adequadas 

para a formação dos poliembriões somáticos. Este tipo de abordagem tem contribuído para 

o desenvolvimento de condições artificiais de cultivo semelhantes ao ambiente natural do 

desenvolvimento embrionário em coníferas, diminuindo o tempo para o estabelecimento e 

aumentando a eficiência dos protocolos de ES (Pullman et al. 2015).  



                                                                                                                                     INTRODUÇÃO 
 

39 
 

Nesse aspecto, foram identificados marcadores relacionados aos perfis de expressão 

gênica e protéicos (Silveira et al., 2008; Jo et al. 2014; Elbl et al., 2015a; dos Santos et al., 

2016; de Oliveira et al., 2017). Jo et al. (2014), utilizando linhagens responsiva (SE1) e 

bloqueada (SE6) para o tratamento de maturação, identificaram possíveis marcadores 

bioquímicos e moleculares associados à competência para embriogênese somática em A. 

angustifolia. Os resultados obtidos foram essenciais para a identificação de proteínas 

estádio-específicas de culturas celulares com alto potencial embriogênico, além de 

confirmarem a importância das vias de sinalização (poliaminas, aminoácidos, etileno, 

carboidratos, óxido nítrico, espécies reativas de oxigênio e auxina) estudadas pelo grupo de 

pesquisa na temática (Silveira et al., 2006; Steiner et al., 2007; Silveira et al., 2008; Balbuena 

et al., 2009, 2011; Durzan et al., 2012; Steiner et al., 2012; Vieira et al., 2012; Schlogl et 

al., 2012a, 2012b; Jo et al., 2014; Elbl et al., 2015a, 2015b; dos Santos et al., 2016; de 

Oliveira et al., 2017). 

A ausência de um genoma de referência para a espécie constituiu um fator limitante 

para uma abordagem mais aprofundada neste sistema. Para contornar este problema, foi 

realizada uma plataforma de transcriptoma (Elbl et al., 2015a), que a partir daí tem sido 

referência para todos os trabalhos em desenvolvimento (Elbl et al, 2015 a, b; dos Santos et 

al., 2016; de Oliveira et al., 2017). A montagem de novo do transcriptoma foi realizada 

utilizando-se três diferentes estádios de desenvolvimento da semente e duas linhagens 

celulares estabelecidas (SE1 e SE6) (Jo et al., 2014), tendo permitido: i) a identificação de 

unigenes, ii) obtenção dos perfis de expressão diferencial entre os diferentes estádios e 

linhagens celulares, e iii) a correlação destes perfis com os processos biológicos capazes de 

modular a embriogênese in vitro e in vitro no sistema A. angustifolia (Elbl et al., 2015a). 

Adicionalmente, foi construída uma base de dados comparativa entre os estádios globular da 

embriogênese somática e da zigótica, a qual permitiu a identificação dos possíveis genes 

relacionados com as anormalidades morfológicas. Além disso, foi elaborado um banco de 

dados de sequencias de proteínas o que permitiu pela primeira vez a identificação em larga 

escala de proteínas presentes em linhagens celulares embriogênicas de A. angustifolia (dos 

Santos et al., 2016). 

As atuais possibilidades de integração dos conhecimentos, obtidos ao longo dos anos, 

e os estudos de genômica funcional no sistema, tem acenado para resultados promissores e 

poderá ser fundamental para modular de forma correta o desenvolvimento embrionário in 

vitro. Além disso, um maior conhecimento dos aspectos moleculares envolvidos durante a 
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embriogênese poderá fornecer uma base de referência para o aperfeiçoamento das condições 

artificiais utilizadas durante o cultivo in vitro de A. angustifolia.  

 

5. Contextualização da tese 

Ao longo da última década, o Laboratório de Biologia Celular de Plantas (BIOCEL) 

do IBUSP vem estudando parâmetros morfofisiológicos, bioquímicos e moleculares, em 

torno do processo da embriogênese zigótica e somática em diferentes sistemas vegetais, com 

ênfase na A. angustifolia. As abordagens incluem o estudo e compreensão dos aspectos 

básicos (fisiológicos, bioquímicos e moleculares) na competência, determinação e 

diferenciação celular em uma arbórea nativa. Do ponto de vista biotecnológico, numa 

analogia com a embriogênese zigótica, os estudos visam o aperfeiçoamento das condições 

artificiais de cultivo in vitro de embriões somáticos. Neste contexto, insere-se a possibilidade 

de um aumento na quantidade, qualidade e evolução morfogenética, para A. angustifolia, 

com perspectivas de uso em programas de melhoramento genético que visam a propagação 

massal clonal de genótipos superiores e na conservação de material genético, via 

estabelecimento de bancos de germoplasma. Dentro desta perspectiva, o grupo de pesquisa 

vem utilizando metodologias inovadoras, que permitem um maior aprofundamento dos 

aspectos moleculares, e que incluem o estudo do transcriptoma (high throughtput (RNAseq) 

e de proteômica quantitativa (GeLC-MS/MS) (Elbl et al., 2015a, b; dos Santos et al., 2016), 

aspectos bioquímicos e fisiológicos (Jo et al., 2014; de Oliveira et al., 2017) responsáveis 

pela regulação do desenvolvimento embrionário do pinheiro brasileiro. Dentre as principais 

vias de sinalização celular estudadas, as PAs foram identificadas como extremamente 

relevantes ao longo do desenvolvimento da semente, e em linhagens celulares com alto 

potencial embriogênico da A. angustifolia (Astarita et al., 2003c; Jo et al., 2014; Elbl et al., 

2015a; Santos et al., 2016; de Oliveira et al., 2017).  

Pesquisas desenvolvidas pelo grupo demonstraram que embriões zigóticos de A. 

angustifolia apresentam um perfil de aminoácidos diferente de outras coníferas, tais como 

as da família Pinaceae. Enquanto que, em sementes de Pinus taeda e de outras coníferas, o 

principal aminoácido encontrado é a arginina, precursor das PAs, em A. angustifolia o ácido 

aspártico e glutâmico são os aminoácidos mais abundantes (Astarita et al., 2003c). Esta 

observação levanta uma importante questão sobre sua principal via de biossíntese das PAs, 

e seu reflexo na embriogênese. O uso de aminoácidos marcados e a expressão gênica das 

enzimas de biossíntese podem ser ferramentas importantes para elucidação do metabolismo 



                                                                                                                                     INTRODUÇÃO 
 

41 
 

das PAs, e para a compreensão da evolução da embriogênese in vitro e in vivo. Através da 

plataforma de transcriptoma da A. angustifolia foram identificados genes envolvidos tanto 

no metabolismo de PAs como na biossíntese de arginina e ornitina (de Oliveira et al., 2015, 

2017). A análise in silico tem revelado que essa é uma via conservada e a AaADC e 

AaSAMDC foram identificados como diferencialmente expressos em diferentes linhagens 

celulares, demonstrando a importância do estudo dos genes envolvidos na regulação do 

metabolismo de PAs (de Oliveira et al., 2015). Adicionalmente, trabalhos anteriores 

desenvolvidos pelo grupo descrevem as PAs como potencial marcador bioquímico para a 

capacidade embriogênica, sendo que diferentes perfis de PAs foram associados a linhagens 

responsivas e bloqueadas aos agentes da maturação (Jo et al., 2014). Esses dados sugerem a 

necessidade de um estudo mais aprofundado sobre a relação dos perfis de PAs, desde a 

semente até o estabelecimento de culturas embriogênicas.  

Inserido nestas pesquisas a presente tese tem como temática o estudo do 

metabolismo das poliaminas durante a embriogênese zigótica e em culturas embriogênicas 

de A. angustifolia. Para tanto foram investigados: a) os perfis de aminoácidos e poliaminas 

(livres e conjugadas) em diferentes estádios de desenvolvimento de embriões zigóticos e em 

culturas embriogênicas com diferentes potenciais embriogênicos; b) determinação da via 

preferencial de biossíntese da putrescina, através da análise da atividade enzimática da ADC 

e ODC em embriões zigóticos e culturas embriogênicas com diferentes potencias 

embriogênicos; c) identificação, através do banco de dados de transcritos da embriogênese 

de Araucária (Elbl et al., 2015a), dos principais genes envolvidos na via de PAs; d) 

caracterização do padrão de expressão dos genes envolvidos no metabolismo de PAs em 

diferentes estádios de desenvolvimento de embriões zigóticos e em culturas embriogênicas; 

e) identificação das relações entre os perfis de PAs e aminoácidos presentes nas sementes 

das matrizes, e sua potencial influência nas fases de indução, proliferação e maturação dos 

embriões somáticos. 

O fluxograma de trabalho para o desenvolvimento da tese é apresentado na figura 

6.  
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Figura 6. Fluxograma para o desenvolvimento do trabalho.  - Capítulo I;  - Capítulo II; 

 - Capítulo III. Fonte: de Oliveira (2017).  

 

Neste contexto o presente trabalho foi estruturado nos seguintes capítulos: 

 

Capítulo I. Elucidação da biossíntese de poliaminas durante o desenvolvimento 

de sementes do pinheiro brasileiro (Araucaria angustifolia) 

 

Capítulo II. Biossíntese de poliaminas em culturas embriogênicas de Araucaria 

angustifolia 

 

Capítulo III. Poliaminas e aminoácidos em diferentes matrizes de Araucaria 

angustifolia e sua associação com o potencial embriogênico 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

O presente trabalho está inserido na temática que envolve a compreensão dos 

processos de embriogênese zigótica e somática em A. angustifolia. Diversas pesquisas têm 

sido realizadas visando a abordagem de aspectos básicos relacionados à competência, 

determinação e diferenciação celular da embriogênese, em associação com o 

aperfeiçoamento de um protocolo para a aplicação da propagação clonal massal neste 

sistema vegetal. Neste contexto, as pesquisas tem recorrido à utilização de parâmetros 

morfo-fisiológicos, bioquímicos e moleculares, num estudo comparativo entre a 

embriogênese zigótica e somática. Dentro desta perspectiva, diferentes vias de sinalização 

celular foram estudadas, onde as PAs e aminoácidos foram identificados como importantes 

ao longo do desenvolvimento da semente, e em linhagens celulares com alto potencial 

embriogênico da A. angustifolia. Neste contexto insere-se o presente trabalho, que objetivou 

aprofundar o conhecimento destes grupos de substâncias na modulação dos processos de 

embriogênese zigótica e somática de A. angustifolia. Estudos nesta linha de pesquisa foram 

realizados em espécies modelo, como Arabidospsis thaliana, Medicago sativa, Nicotiana 

tabacum, e em algumas coníferas de interesse econômico. Neste trabalho, de maneira 

inédita, foi utilizado um sistema constituído de uma arbórea nativa, que possui sementes 

recalcitrantes, de difícil propagação por métodos tradicionais, e considerada ameaçada de 

extinção. 

Os recentes avanços obtidos com as novas plataformas de sequenciadores de ácidos 

nucléicos vem permitindo, com grande eficiência, o estudo do transcriptoma através da técnica 

de RNA-seq de espécies sequenciadas e não sequenciadas, ou então, com um grande genoma 

como é o caso da A. angustifolia. Um extenso banco de dados, utilizando esta metodologia, foi 

obtido para embriogênese zigótica e somática no presente sistema de estudo, possibilitando um 

maior conhecimento da regulação molecular do desenvolvimento embrionário in vivo e in vitro 

(Elbl et al., 2015). Adicionalmente, estudos integrados do transcriptoma e do proteoma (dos 

Santos et al., 2016) puderam predizer a função de genes, caracterizar os processos biológicos 

envolvidos, e o estudo das redes metabólicas relacionadas aos reguladores, como aqueles 

selecionados para o presente trabalho. Associados a estes estudos, no presente trabalho, a 

determinação da atividade das enzimas das vias metabólicas, a utilização de aminoácidos 

marcados, e a expressão gênica das enzimas de biossíntese foram ferramentas fundamentais 

para elucidação da participação das PAs e aminoácidos na evolução dos processos da 
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embriogênese in vitro e in vivo. Adicionalmente, foi possível confirmar a possibilidade de 

utilização das PAs como marcador bioquímico para a capacidade embriogênica, em 

consonância com outros trabalhos desenvolvidos.  

Os resultados, apresentados no Capítulo I e publicados no periódico Tree 

Physiology (de Oliveira et al., 2017), elucidaram, utilizando parâmetros bioquímicos e 

moleculares, o metabolismo e a participação das PAs e aminoácidos nos vários estádios de 

desenvolvimento do embrião zigótico. Foi verificado que: a) dois genes diferencialmente 

expressos que podem codificar para enzimas chaves na via de biossíntese de PAs, sendo o 

gene AaADC para a regulação da biossíntese de Put e AaSAMDC para biossíntese de 

Spd/Spm; b) a via preferencial de biossíntese de Put é realizada através da enzima ADC; e 

c) diferentes perfis de aminoácidos associados à via de PAs. A arginina, diferente do 

observado para outras coníferas, não foi o principal aminoácido identificado durante a 

embriogênese zigótica de A. angustifolia. Os resultados indicam que a arginina estaria menos 

relacionada com a incorporação de proteínas de reserva na semente, e numa maior integração 

com a biossíntese de NO ou PAs. A citrulina foi o principal aminoácido observado nos 

estádios cotiledonar e maturo dos embriões zigóticos, o qual pode estar associado ao 

metabolismo oxidativo, como um produto da via de NO. Para comprovar estas hipóteses, 

novos estudos envolvendo a análise da emissão de NO, bem como a incorporação de 

precursores (arginina e ornitina), devem ser realizados, obtendo informações relevantes 

sobre a participação da citrulina no metabolismo oxidativo durante o desenvolvimento 

embrionário. 

Estudos anteriores revelaram que linhagens celulares de A. angustifolia com 

diferentes potenciais embriogênicos, apresentam distintos perfis de PAs, sobretudo nos 

conteúdos de Put (Jo et al., 2014). Entretanto, os mecanismos que controlam o metabolismo 

de PAs em diferentes linhagens celulares ainda não foram completamente determinados em 

coníferas. Nesse contexto, o uso de precursores marcados, como a 14C-Arg e 14C-Orn, 

permitiram obter um maior conhecimento sobre a participação da arginina e da ornitina tanto 

no metabolismo da via da Ornitina/Arginina como na regulação da Put, em linhagens 

celulares com diferentes potenciais embriogênicos. Ressalta-se que esse tipo de estudo é 

inédito para coníferas.  

Os resultados apresentados no Capítulo II, demonstraram que a arginina tem maior 

participação no metabolismo de PAs do que a ornitina, nas duas linhagens testadas. Em 

linhagens responsivas, o efeito da aplicação exógena de arginina parece ativar os genes 
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relacionados ao catabolismo de PAs, enquanto que para a linhagem bloqueada, parece haver 

um efeito acumulativo das PAs. Futuros estudos envolvendo as atividades das enzimas 

relacionadas ao catabolismo de PAs permitirão uma análise mais detalhada para confirmar 

a participação do catabolismo de PAs em culturas embriogênicas de A. angustifolia. As 

análises de expressão gênica e atividade enzimática da ADC e ODC, no presente trabalho, 

foram avaliados após 48h de incubação com os precursores marcados. Entretanto, não foi 

possível observar uma relação entre esses dois perfis, sugerindo que pode haver uma 

regulação pós-traducional. A maior acumulação de Put foi observado após 168h e 336h de 

incubação, indicando que esses pontos devem ser levados em conta para futuras análises dos 

perfis de expressão gênica e atividade enzimática. Estudos com inibidores da ADC, ODC e 

SAMDC também serão efetivos para uma melhor compreensão da participação dessas 

enzimas na evolução das culturas embriogênicas de A. angustifolia. 

Além de regular os níveis de PAs, a arginina e ornitina também alteram o conjunto 

total de aminoácidos. A citrulina foi o principal aminoácido identificado nas culturas 

embriogênicas, sendo alterada em linhagens responsivas, quando da suplementação da 

arginina exógena. Este resultado vem corroborar a possível participação da arginina na 

biossíntese de NO, uma vez que citrulina é um dos produtos dessa via. Estudos mais 

detalhados, envolvendo as análises de emissão de NO devem ser realizados, confirmando a 

via de biossíntese em questão, e seu papel durante a embriogênese somática. Pelos dados 

obtidos, observou-se que a taxa de conversão da ornitina em arginina pode ser maior do que 

o inverso, ou seja, a conversão da arginina em ornitina. Estudos envolvendo a análise da 

atividade enzimática da arginase e o ciclo da ureia, são pontos importantes a serem 

estudados, apontando para a importância do metabolismo do nitrogênio nas culturas 

embriogênicas de A. angustifolia.  

A embriogênese somática é um processo complexo, onde o sucesso de cada etapa 

depende do desempenho adequado na etapa anterior. O estabelecimento de culturas 

embriogênicas nesta espécie é genótipo-dependente, entretanto, o potencial embriogênico é 

apenas observado quando da etapa de maturação. Estudos anteriores apontam as PAs como 

candidatos a marcadores bioquímicos para a seleção de linhagens com potencial 

embriogênico, previamente à etapa de maturação (Jo et al., 2014). Esta temática é abordada 

no o Capítulo III, onde é proposta a utilização dos perfis de PAs e aminoácidos como 

possíveis marcadores bioquímicos para a seleção de matrizes com maior potencial 

embriogênico. Três metabólitos (Put total, ornitina e asparagina) identificados nas sementes 
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das matrizes foram associados às respostas observadas in vitro. As abordagens utilizadas 

neste trabalho, ou seja, a análise dos perfis bioquímicos das matrizes e sua associação com 

as respostas observadas in vitro, permitiram abrir novas perspectivas para o estabelecimento 

de marcadores bioquímicos para seleção de matrizes com maior potencial embriogênico em 

A. angustifolia. Entretanto, uma análise estatística mais aprofundada é necessária para 

estabelecer uma correlação entre os parâmetros bioquímicos observados nas sementes, e as 

respostas observadas in vitro, bem como expandir para um número maior de matrizes 

testadas em diferentes populações de A. angustifolia.  

Em conjunto, os dados obtidos no presente trabalho representam um avanço no 

conhecimento dos mecanismos que regulam a biossíntese de PAs durante a embriogênese 

zigótica e em culturas embriogênicas de A. angustifolia. Ressalta-se que os resultados 

obtidos neste trabalho são inéditos, considerando-se a espécie em estudo.  

Os resultados apresentados elucidaram pontos relevantes sobre o metabolismo das PAs, 

entretanto, futuros estudos a nível proteico, ou seja, que envolvam as análises das principais 

enzimas relacionadas às PAs e aminoácidos, deverão ser conduzidos para complementar as 

informações obtidas no presente estudo. Adicionalmente, outros metabólitos, como 

carboidratos, estão sendo avaliados e poderão ser integrados às PAs e aminoácidos no 

estabelecimento de marcadores bioquímicos para o sistema A. angustifolia. 
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