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RESUMO 

 

Videla Rivero P. Poliaminas e morfogênese em tecidos de Solanum melongena L. cv. Embú 
cultivados in vitro [Dissertação de Mestrado]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da 
Universidade de São Paulo; 2006.  
 

 

A embriogênese somática (ES) e a organogênese (OG) são as vias mais importantes 

para a regeneração de plantas in vitro, podendo ser utilizadas como modelos para investigar a 

morfogênese. O objetivo deste trabalho foi correlacionar estes dois processos morfogenéticos, 

em diferentes tecidos de Solanum melongena, com a variação do conteúdo de poliaminas 

(PAs) endógenas. Para isso, verificou-se o efeito dos fitorreguladores ácido indol-3-acético 

(AIA), 6-benzilaminopurina (BAP), tidiazuron (TDZ) e ácido naftalenoacético (ANA), na 

determinação do tipo de rota morfogenética e no crescimento, em tecidos de cotilédones e 

hipocótilos. Foram determinados também os efeitos de vitaminas e aminoácidos na 

morfogênese de explantes de cotilédones, e no conteúdo de PAs endógenas durante a OG. 

Foram determinados ainda os efeitos de PAs exógenas no conteúdo de PAs endógenas e nas 

respostas morfogenéticas ocorridas em condições embriogênicas e organogênicas, a partir de 

explantes de cotilédones. Dentre os resultados obtidos ressalta-se que: 1) ocorrem diferenças 

no potencial organogenético e embriogenético, nos vários tecidos e em suas diferentes regiões, 

sob influência dos diferentes fitorreguladores. Ao suplementar-se o meio de cultivo com ANA, 

os cotilédones mostraram uma maior competência para ES quando comparados aos 

hipocótilos. Entretanto, ao suplementar-se o meio com AIA e BAP ou AIA, BAP e TDZ, o 

potencial organogenético dos cotilédones foi menor de que aquele observado nos hipocótilos; 

2) os altos conteúdos endógenos iniciais de putrescina (Put) e espermidina (Spd) nas formas 

livre e conjugada, observados nos cotilédones, foram correlacionados com a competência para 

ES. Os baixos níveis de PAs nas formas livre e conjugada, observados nos hipocótilos, foram 

associados com uma maior capacidade organogenética. Adicionalmente, foi possível associar 

aos processos de ES e OG nos diferentes tecidos, e nas suas diferentes regiões, um padrão de 

variação característico dos teores endógenos de PAs; 3) independentemente do processo 

morfogenético, verificou-se que dentre as PAs na forma livre, a Spd foi a PA mais abundante, 

enquanto que na forma conjugada, foi a Put mais abundante. Esta última foi a PA que mais 

aumentou seu conteúdo ao longo dos cultivos. Analisando-se um possível efeito das vitaminas 

e aminoácidos adicionados ao meio básico organogênico, verificou-se diferenças 

principalmente em relação ao acúmulo das PAs conjugadas, apesar da semelhança na 

evolução organogênica dos cotilédones; 4) os explantes cultivados em meio suplementado com 

as vitaminas e aminoácidos do meio MS mostraram, em relação àqueles cultivados com as 



vitaminas e aminoácidos do meio B5, um maior conteúdo das PAs conjugadas, especialmente 

quando foram visualizadas as primeiras estruturas morfogênicas; 5) a adição de PAs exógenas 

nas culturas de explantes de cotilédone, submetidos aos programas de ES e OG, mostrou que 

a alteração das PAs endógenas estava relacionada ao processo morfogenético.  

 

 

Palavras-chave: embriogênese somática, fitorreguladores, Solanum melongena, 

organogênese, poliaminas. 



 

ABSTRACT 

 

Videla Rivero P. Polyamines and morphogenesis in tissues of Solanum melongena L. cv. Embú 
cultured in vitro [MSc thesis]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo; 2006.  

 

 

Somatic embryogenesis (SE) and organogenesis (OG) are the most important pathways 

for plant regeneration, capable of being used as models to investigate in vitro morphogenesis. 

The aim of this work was to correlate these two morphogenetic processes, in different tissues of 

Solanum melongena, with variation of the endogenous contents of polyamines (PAs). For this, 

the effect of the growth regulators indole-3-acetic acid (IAA), 6-benzylaminopurine (BAP), 

thidiazuron (TDZ) and naphthalene acetic acid (NAA), in the determination of the growth and 

type of morphogenetic route was verified, in tissues of cotyledons and hypocotyls. The effects of 

vitamins and amino acids in the morphogenesis of cotyledons explants, and in the endogenous 

PAs content during the OG were also studied. Furthermore, the effect of exogenous PAs in the 

content of endogenous PAs and in the morphogenetic responses from explants of cotyledons 

had already been fixed. Among achieved results, these outstanding are: 1) differences occur in 

the organogenic and embryogenic potential, both in cotyledons and hypocotyls and in their 

different regions, depending on the growth regulators balance. When the culture medium was 

supplemented with NAA, cotyledons showed higher ability for SE when compared with 

hypocotyls. However, when the medium was supplemented with IAA and BAP or IAA, BAP and 

TDZ, the organogenic potential of cotyledons was lower than that observed in hypocotyls; 2) the 

high initial endogenous contents of putrescine (Put) and espermidine (Spd) in the free and 

conjugated forms observed in cotyledons was correlated with ES ability. The low levels of PAs 

in the free and conjugated forms observed in hypocotyls, was associated with a higher 

organogenic capacity. In addition, it was possible to associate to the ES and OG processes in 

the different tissues and their different regions, a characteristic variation pattern of endogenous 

levels of PAs; 3) independent of the morphogenetic process, it was verified that amongst the 

PAs in the free form, Spd was the most abundant PA, whereas in the conjugated form was Put. 

The latter was the PA that increased its content the most amongst all the cultures. Analyzing a 

possible effect of vitamins and amino-acids added to the organogenic basic medium, 

differences were mainly noted in relation to the accumulation of conjugated PAs, apart from the 

similarity in organogenic evolution of cotyledons; 4) the explants cultivated in a medium 

supplemented with vitamins and amino acids of the MS medium showed, in relation to those 

cultivated with vitamins and amino acids of the B5 medium, a higher content of conjugated PAs, 

especially when the former morphogenic structures were taken into account; 5) the addition of 



exogenous PAs in the submitted explants of cotyledon to SE and OG programs, mainly 

indicated an endogenous alteration of the PAs related to the morphogenetic process. 

 

 

Key words: Solanum melongena, organogenesis, phytohormones, polyamines, somatic 

embryogenesis. 

 



                                                                          12 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O controle da morfogênese in vitro 

A morfogênese nas plantas é conseqüência da integração dos processos de divisão e 

diferenciação celular, os quais conduzem a uma estrutura organizada característica (Handro e 

Floh, 1990). Tais processos são controlados por uma variedade de sinais internos ou do 

ambiente, tais como os hormônios e a luz, capazes de modificar o crescimento e o 

desenvolvimento. Nos tecidos vegetais em cultura, modificações na composição de 

fitorreguladores e sua interação com o meio nutritivo tem sido a estratégia básica para 

manipular a morfogênese in vitro (Sahrawat e Chand 2001). Os padrões morfogenéticos mais 

comuns que ocorrem em tecidos cultivados in vitro são: a) a neoformação de raízes e gemas 

caulinares, vegetativas ou florais, através da organogênese (OG), que pode ser ainda direta, ou 

indireta, a partir de um calo; b) embriogênese somática (ES). Estas são as mais importantes 

vias de regeneração de plantas in vitro. 

A formação de calo é uma das respostas mais comuns de um tecido cultivado in vitro. 

Muitas vezes, no explante cultivado in vitro, não ocorre a formação de calos, mas apenas uma 

proliferação celular restrita às regiões secionadas do explante, com formação de tecidos de 

cicatrização e zonas de intensa atividade meristemática, que levará à formação de um 

meristema e a um órgão bem definido, constituindo-se no processo denominado OG direta 

(Handro, Floh, 1990). Nesse processo morfogenético formam-se gemas caulinares ou raízes, 

em resposta às condições apropriadas de cultura, principalmente tipo e concentração de 

fitorreguladores presente no meio.  

A ES é um processo análogo a embriogênese zigótica, no qual uma célula ou um 

pequeno grupo de células são os precursores dos embriões somáticos (Von Arnold et al., 

2002). Em condições in vitro, a ES ocorre em explantes cujas células são determinadas ou pré-

embriogênicas (Sharp et al., 1980), ou então o processo começa com uma fase inicial na qual 

as células se desdiferenciam e tornam-se, posteriormente, competentes para embriogênese 

(De Jong et al., 1993). As condições para estimular a ES são, principalmente, hormonais (Von 

Arnold et al., 2002), mas também condições de estresse, concentrações inadequadas de sais, 

metais pesados e antibióticos, entre outras. Nas dicotiledôneas, os estágios embriogênicos, 

similares na ontogenia, sejam somáticos ou zigóticos, são: globular, coração, torpedo e 

cotiledonar.  

O emprego da ES pode ter diferentes objetivos, que vão desde a obtenção de um 

modelo de referência para estudos básicos em fisiologia e bioquímica, até a propagação clonal, 

visando a conservação e o melhoramento genético das espécies. Comparativamente às 
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demais técnicas de micropropagação, a ES apresenta as seguintes vantagens: a) permite a 

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

um alto grau de automatização, permitindo baixar os custos por unidade produzida; c) os 

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

uniformização e pureza genética; d) pode ser utilizada como uma ferramenta integrada a 

programas de melhoramento vegetal (Högberg et al., 1998; Guerra et al., 1999). 

As respostas morfogenéticas obtidas in vitro podem variar devido a diferenças do meio 

basal, dos fitorreguladores usados e do genótipo (Sharma e Rajam, 1995a; Shoeb et al., 2001). 

Dentre os fitorreguladores, o balanço entre auxinas e citocininas, como foi demonstrado por 

Skoog e Miller (1957), é fundamental para o processo de OG in vitro. As auxinas e citocininas 

interagem no controle de vários processos de desenvolvimento, particularmente na dominância 

apical e no desenvolvimento de raízes e gemas (Nordström et al., 2004). O efeito das auxinas 

exógenas sobre os vários eventos morfogenéticos está relacionado ao tipo empregado. Assim, 

por exemplo, o ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é um fator condicionante da indução de 

embriões somáticos, provavelmente associado com um aumento da metilação do DNA (Lo 

Schiavo et al., 1990), enquanto que o posterior desenvolvimento dos estágios embriogênicos é 

geralmente inibido ou interrompido por auxinas (Jimenez, 2001). Menos freqüente é o uso de 

citocininas para indução da ES, sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada. Outro 

fitorregulador que se mostra muito efetivo para induzir regeneração de gemas in vitro é o 

tidiazuron (TDZ), uma feniluréia com alta atividade citocinínica (Fiola et al., 1990; Magioli et al., 

1998; Murthy et al., 1998), em diferentes explantes de várias espécies, tais como berinjela 

(Sharma e Rajam, 1995a; Magioli, 1998), ervilha (Bohmer et al., 1995) e feijão-mungo (Amutha 

et al., 2006).  

 

1.2 Poliaminas (PAs) 

As PAs são aminas alifáticas com carga positiva em pH neutro, presentes em todas as 

células vegetais e com um papel importante na estabilização de membranas, proteínas e 

ácidos nucléicos (Kakkar et al., 2000; Kakkar e Sawhney, 2002), sendo as mais abundantes a 

putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm). A Put é formada diretamente a 

partir da descarboxilação da ornitina (Orn) pela enzima ornitina descarboxilase, ou por 

descarboxilação da arginina (Arg) pela enzima arginina descarboxilase (ADC), formando a 

agmatina (Agm), que é convertida então a Put. A Spd e Spm são formadas a partir da Put, e 

requerem a adição de grupos aminopropil provenientes da descarboxilação da S-

adenosilmetionina (SAM) (Bouchereau et al., 1999; Kakkar et al., 2000). 

As PAs tem sido descritas como uma nova classe de fitorreguladores ou como 

mensageiros secundários destas substâncias, mostrando um papel importante na modulação 
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de vários processos fisiológicos que vão desde o crescimento e diferenciação celular, incluindo 

a ES e a OG, até respostas ao estresse (Bais e Ravishankar, 2002; Kakkar e Sawhney, 2002). 

Nas plantas, as PAs ocorrem na forma solúvel, como bases livres ou conjugadas, associadas 

com moléculas pequenas, tais como ácidos fenólicos, e também na forma insolúvel, ligada a 

várias macromoléculas, como proteínas (Martin-Tanguy, 2001; Papadakis et al., 2005).  

O papel das PAs e seu envolvimento em processos morfogenéticos tem sido estudado 

principalmente através do uso de inibidores de sua biossíntese, aplicação de PAs exógenas, e 

por correlação temporal e espacial da variação nos conteúdos destas substâncias associada 

com as diferentes fases da marfogênese. Diversos estudos tem avaliado explantes diferentes 

da mesma espécie (Altamura et al., 1993; Sharma et al., 1995a, b; Paschalidis e Roubelakis-

Angelakis, 2005), ou tecidos diferentes do mesmo explante (Pedroso et al., 1997). As PAs tem 

mostrado interagir com fitorreguladores, como as auxinas e citocininas (Legocka e Zarnowska, 

1999; Biondi et al., 2003), deixando ainda mais claro a importância das PAs e da existência de 

um grau de associação com os processos de desenvolvimento como, por exemplo, a 

morfogênese in vitro. Neste sentido, o estudo das PAs vem sendo utilizado para otimizar os 

processos de desenvolvimento das plantas, tais como a ES, em culturas de importância 

agronômica, e para esclarecer os eventos regulatórios da morfogênese in vitro (Kakkar et al., 

2000; Shoeb et al., 2001). Os níveis de PAs e razão de Put/(Spd+Spm) nas plantas foram 

correlacionados em vários sistemas à capacidade morfogênica in vitro, sugerindo-se que 

possam ser utilizados como marcadores e possíveis moduladores da habilidade de 

regeneração (Shoeb et al., 2001).  

 

1.3 Estudos em berinjela  

1.3.1 Aspectos gerais 

A berinjela (S. melongena) é uma hortaliça importante economicamente em várias 

regiões de clima tropical e subtropical. Em 2004, por exemplo, 1,7 milhões de hectares foram 

cultivados no mundo todo, com uma produção total de 29,9 milhões de toneladas, das quais 

92,4% foram produzidas na Ásia (FAO, 2005).  

Em cultivo in vitro, diversos tipos de explantes como folhas, cotilédones e hipocótilo 

mostram regeneração através dos sistemas de ES e OG, utilizando-se variadas metodologias 

de cultivo, em um curto período de tempo (Collonnier et al., 2001; Kantharajah e Golegaonkak, 

2004; Magioli e Mansur, 2005). Assim, a berinjela proporciona um sistema promissor para 

estudos básicos, principalmente aqueles referentes à fisiologia e à bioquímica, durante o 

crescimento e diferenciação in vitro, visando um melhor entendimento dos processos de 

morfogênese.  
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1.3.2 Organogênese (OG) 

A OG in vitro tem sido estudada com êxito tanto em variedades cultivadas, quanto nas 

selvagens, assim como em híbridos (Kashyap et al., 2003). As citocininas BAP, cinetina e 

zeatina induzem a regeneração de gemas a partir de explantes de folha (Allicho et al., 1982; 

Gleddie et al., 1983; Mukherjee et al., 1991). Sharma e Rajam (1995a) demonstraram que a 

combinação de BAP (11,1 µM) e AIA (2,9 µM) é ideal para a regeneração de gemas, sendo que 

os explantes de hipocótilos são mais competentes que os de folhas e cotilédones para este tipo 

de resposta. Estes autores também observaram a existência de diferenças no potencial 

morfogenético dentro de um mesmo explante. Assim, a região basal do hipocótilo tem maior 

capacidade organogenética que a região apical, mostrando um gradiente basípeto. O uso do 

TDZ resultou numa eficiente regeneração de gemas, sendo que explantes de folhas e 

cotilédones apresentaram melhor resposta (Magioli et al., 1998).  

 

1.3.3 Embriogênese somática (ES) 

  A produção de embriões somáticos em S. melongena já foi registrada a partir de 

diferentes explantes, como hipocótilo, cotilédones, folha, caule, raízes, suspensões celulares e 

protoplastos (Matsuoka e Hinata, 1979; Gleddie et al., 1983; Fobert e Webb, 1988; Kalloo, 

1993; Sharma e Rajam, 1995 a,b; Yadav e Rajam, 1997,1998). 

Yadav e Rajam (1998) definiram quatro estágios críticos para ocorrência de ES a partir 

de explantes foliares de berinjela. Estes estágios incluem: a) a indução de calo; b) a aquisição 

de competência celular embriogênica com formação de setores proembriogênicos; c) a 

expressão da embriogênese, na qual agrupações proembriogênicas se desenvolvem em 

embriões globulares visíveis como pontuações verdes; d) desenvolvimento e maturação de 

embriões somáticos.  

A regeneração de embriões somáticos a partir de embriões zigóticos tem sido obtida, 

nesta espécie, em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com AIA (Yamada et al., 

1967 apud Kashyap et al., 2003), enquanto os explantes folhares necessitam de um meio 

suplementado com ácido naftalenoacético (ANA) (2-6 mg.L-1) (Gleddie et al., 1983; Sharma e 

Rajam, 1995a). A concentração de ANA necessária para aumentar a diferenciação de 

embriões somáticos a partir de hipocótilos é bem maior (6-10 mg.L-1), enquanto uma 

concentração menor (0,016 mg.L-1) induz calogênese e rizogênese neste mesmo tipo de 

explante (Matsuoka e Hinata,1979). 
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1.3.4 Poliaminas  

As PAs tem sido estudadas em relação a OG e ES em vários sistemas vegetais 

(Minocha e Minocha, 1995). Particularmente, o processo de ES é uma via importante de 

regeneração e um modelo potencial para o estudo dos eventos que regulam a morfogênese in 

vitro. Em berinjela, explantes cotiledonares tratados com ANA, indutor da ES, apresentaram 

altos níveis de Put e Spd livres em comparação com aqueles sem este regulador (Fobert e 

Webb, 1988). Para explantes de diferentes regiões de folhas e hipocótilo, foi observada uma 

correlação positiva entre a capacidade embriogênica destes e a distribuição espacial das PAs 

livres e conjugadas (Sharma e Rajam, 1995b; Yadav e Rajam, 1997 e 1998). Yadav e Rajam 

(1998) demonstraram que através de um ajuste temporal no conteúdo celular de PAs era 

possível uma regulação da resposta embriogênica a partir de explantes de folhas. 

Estudos de PAs em berinjela relacionados a outras rotas morfogenéticas são menos 

freqüentes. A OG a partir de explantes cotiledonares, induzida por fitorreguladores, está 

associada a um aumento da biossíntese de PAs e a sua conjugação (Scoccianti et al., 2000). 

Sharma et al. (1997) demonstraram que as PAs, particularmente a Spd, estão envolvidas de 

forma complexa no crescimento e diferenciação de raízes. Algumas destas investigações tem 

comparado os níveis de PAs de explantes da mesma espécie que apresentam regeneração ou 

não (Aribaud et al., 1994; Scoccianti et al., 2000), ou ainda de explantes que apresentam 

regeneração sem a presença de fitorreguladores (Sharma et al., 1997). 

 

1.4 Objetivos 

Neste contexto, no presente trabalho objetivou-se estudar as PAs em relação a duas 

vias morfogenéticas (ES e OG), a partir de diferentes tecidos de S. melongena cv. Embú, 

visando entender melhor o papel das PAs durante a morfogênese in vitro. Para isso, foram 

propostos os seguintes objetivos específicos:  

 

-Verificar o efeito de diferentes fitorreguladores na determinação de rotas morfogenéticas em 

tecidos de cotilédones e hipocótilos de S. melongena cv. Embú. 

 

-Estudar a variação dos teores endógenos de PAs em tecidos nas diferentes rotas 

morfogenéticas:  

� Determinar a variação dos conteúdos de PAs ocorrida durante a ES, nas fases de 

indução e regeneração, obtida a partir de explantes cotiledonares. 

� Determinar a variação dos conteúdos de PAs ocorrida durante a OG, obtida a partir de 

cotilédones e hipocótilos. 
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-Estudar o efeito de vitaminas e aminoácidos na morfogênese de explantes de cotilédones, e 

no conteúdo de PAs endógenas durante a OG. 

  

-Estudar o efeito de PAs exógenas no conteúdo de PAs endógenas e nas respostas 

morfogenéticas, ocorridos em condições embriogênicas e organogênicas, a partir de explantes 

de cotilédones. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Material vegetal 

 Foram utilizadas plântulas de 21 dias obtidas a partir da germinação de sementes de S. 

melongena, cv. Embú, (Agroflora). Para a obtenção de plântulas, sementes de S. melongena 

foram esterilizadas superficialmente por imersão durante 20 minutos em solução aquosa de 

hipoclorito de sódio 0,6 % (v/v) adicionada de três gotas de Tween 20 por 100 mL de solução, e 

enxaguadas, quatro vezes, com água autoclavada. As sementes foram inoculadas, em câmara 

de fluxo laminar, em frascos ‘wheaton’ (12 por frasco) contendo 100 mL de meio MS 

(Murashige e Skoog, 1962) contendo sacarose (20 g.L-1) e geleificados pela adição de agar (7 

g.L-1) (Sigma). O pH do meio foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121 0C (1,2 

kg.cm–2) por 15 minutos. Após a germinação, as plântulas foram mantidas nos frascos por 15 

dias, quando foram utilizadas para obtenção dos explantes, totalizando 21 dias de cultivo.  

 

2.2 Obtenção de explantes 

A partir das plântulas foram obtidos explantes cotiledonares (1-1,5 cm de comprimento) 

da região distal (a) e proximal (b), e explantes de hipocótilo (4-5 cm de comprimento), 

provenientes da região distal (c) e proximal (d), que foram utilizados nos experimentos in vitro 

(Figura 1). 

 

  
Figura 1. Fonte de explantes. A – Plântulas de S. melongena germinadas in vitro, com 21 dias de cultivo.  

  B – Plântula mostrando os locais de origem dos explantes.   
 

a 

c 

d 

b 

A B 
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2.3 Organogênese  

 Explantes de hipocótilos e cotilédones obtidos das plântulas foram inoculados em 

frascos ‘wheaton’ contendo 30 mL de meio composto dos sais MS e vitaminas B5 (Gamborg et 

al., 1968), e suplementado com sacarose (20 g.L-1). A este meio básico, denominado MB, 

foram adicionados diferentes fitorreguladores constituindo os seguintes tratamentos:  

� Tratamento controle: MB, sem fitorreguladores.  

� Tratamento AIA+BAP: MB suplementado com 2,9 µM de AIA e 11,1 µM de BAP. 

� Tratamento AIA+BAP+TDZ: MB suplementado com 2,9 µM de AIA, 11,1 µM de BAP e 

0,2 µM de TDZ.  

O pH dos meios foi ajustado para 5,7, e adicionado com 7 g.L-1 de agar antes da 

autoclavagem a 121 0C, por 15 minutos. Os fitorreguladores AIA e BAP foram adicionados ao 

meio antes da autoclavagem, enquanto o TDZ foi filtro-esterilizado e adicionado ao meio de 

cultura posteriormente, com temperatura de + 40 0C. Cada tratamento constou de cinco 

frascos, sendo colocados em cada frasco três explantes idênticos. Foram coletadas amostras 

de 200 mg de massa fresca (MF), para a determinação de PAs, e as avaliações de crescimento 

e morfogênese, a partir dos explantes originais, antes da inoculação, e após 7, 13, 19 e 25 dias 

de cultivo, congeladas em nitrogênio líquido, e armazenadas a – 20 0C para posterior análise 

de PAs.  

 

2.4 Embriogênese somática  

Para a obtenção de um sistema de ES e determinação do efeito da duração da fase de 

indução no desenvolvimento dos embriões, explantes cotiledonares e de hipocótilos, das 

regiões proximal e distal, foram inoculados, separadamente, em frascos ‘wheaton’ contendo 30 

mL de meio MS suplementado com sacarose (20 g.L-1). A este meio, denominado MS, foram 

adicionados fitorreguladores, constituindo os seguintes tratamentos:   

� Tratamento controle: MS sem suplementação de fitorreguladores, onde os explantes 

foram mantidos por 14 dias. 

� Tratamento ANA: MS suplementado com 26,85 µM de ANA, onde os explantes foram 

mantidos por 35 dias. 

� Tratamento ANA (14d): MS suplementado com 26,85 µM de ANA, onde os explantes 

foram mantidos durante 14 dias e, em seguida, transferidos para o meio básico MS sem 

fitorreguladores, permanecendo por mais 21 dias de cultura. 

O pH do meio foi ajustado para 5,7 e geleificado pela adição de agar (7 g.L-1) antes da 

autoclavagem, a 121 0C por 15 minutos. Cada tratamento constou de cinco frascos com três 

explantes idênticos. As coletas de amostras para determinação de PAs e as avaliações do 
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crescimento e morfogênese foram realizadas nos explantes originais, antes da inoculação, e 

após 14, 21, 24, 26 e 35 dias de cultivo. Amostras de 200 mg de MF foram congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas a – 20 0C para posterior análise de PAs.  

 

2.5 Dinâmica de crescimento por incremento de massa fresca (MF) e morfologia  

A MF (g) foi determinada pela média de cinco amostras, cada uma representada pelo 

conteúdo de um frasco, ao longo das coletas dos experimento de OG e ES. As culturas 

também foram fotografadas e comparadas quanto a sua evolução morfogenética durante o 

cultivo. 

 

2.6 Efeito de vitaminas e aminoácidos na OG 

Explantes de cotilédones foram inoculados em frascos ‘wheaton’ contendo 30 ml de 

meio composto dos sais MS e suplementado com sacarose (20 g.L-1), ao qual foram 

adicionados 2,9 µM AIA e 11,1 µM de BAP. Foram feitos dois tratamentos, um onde o meio foi 

suplementado com as vitaminas e aminoácidos do meio MS (denominado MS) e outro no qual 

foram adicionados as vitaminas e aminoácidos do meio B5 (denominado MB) (Tabela 1).  

O pH dos meios foi ajustado para 5,7 acrescentando-se 7 g.L-1 de agar antes da 

autoclavagem a 121 ºC por 15 minutos. Os fitorreguladores AIA e BAP foram adicionados ao 

meio antes de autoclavagem. Cada tratamento constou de cinco frascos, sendo colocados em 

cada um deles três explantes idênticos. As análises de PAs foram realizadas a partir de 

amostras (200 mg de MF) coletadas dos explantes originais, antes da inoculação, e de cada 

tratamento aos 7, 13, 21, 28 dias de cultura, depois de congeladas e armazenadas a -20 ºC. 

 

Tabela 1. Comparação na composição de vitaminas e aminoácidos dos meios MS e B5 para indução da 
morfogênese em explantes de cotilédones de S. melongena. 

 
Vitaminas e aminoácidos 

Concentrações dos Componentes 

                               Meio MS  

                                (denominado MS) 

                              (mg.l-1) 

Meio B5  

(denominado MB) 

(mg.l-1) 

Ácido nicotínico 

Piridoxina.HCl 

0,5 

0,5 

1,0 

1,0 

Tiamina.HCl 

Glicina 

0,1 

2,0 

10 

- 
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Visando a obtenção de neoformações organogênicas, induzidas através da 

suplementação dos meios MB e MS com 2,9 µM AIA e 11,1 µM de BAP, após 28 dias de 

cultivo, os explantes foram transferidos para meio MS meia força acrescido de sacarose (30 

g.L-1), sem a adição de fitorreguladores. O pH dos meios foi ajustado para 5,7, sendo 

adicionado 7 g.L-1 de agar antes da autoclavagem a 121 ºC por 15 minutos. Foram realizadas 

quatro repetições com três explantes cada, avaliando-se o número de explantes com 

brotações.  

 

2.7 Efeito de PAs exógenas no conteúdo de PAs endógenas e nas respostas 

morfogenéticas em explantes de cotilédones 

2.7.1 Organogênese 

Explantes de cotilédones obtidos das plântulas foram inoculados em frascos ‘wheaton’ 

contendo 30 ml de meio MS, suplementado com sacarose (20 g.L-1), e 2,9 µM de AIA e 11,1 

µM de BAP. Este meio básico, denominado MS, foi utilizado para o experimento. 

O experimento foi composto por quatro tratamentos, onde o meio MS foi suplementado 

com Put (1,0 mM), Spd (1,0 mM) e Spm (1,0 mM). O meio MS sem suplementação de PA 

exógena foi utilizado como controle. O pH do meio MS foi ajustado para 5,7 e adicionado com  

7 g.L-1 de agar antes da autoclavagem a 121 ºC por 15 minutos. Os fitorreguladores AIA e BAP 

foram adicionados ao meio MS antes de autoclavagem. As soluções de Put, Spd e Spm 

tiveram pH corrigido para pH 5,7+ 0,1 e foram filtro-esterilizadas antes de serem adicionadas 

ao meio MS já autoclavado, após resfriamento à temperatura de aproximadamente 40 ºC. Cada 

tratamento constou de cinco frascos, sendo colocados em cada um deles três explantes 

idênticos. 

  As análises de PAs foram realizadas a partir de amostras (200 mg de MF) coletadas 

dos explantes originais, antes da inoculação, e de cada tratamento aos 7, 21, 28 dias de 

cultura, congeladas e armazenadas a -20 ºC. As culturas também foram fotografadas e 

comparadas em relação a sua morfologia após 28 dias de cultivo in vitro. 

 

2.7.2 Embriogênese somática  

Explantes de cotilédones obtidos das plântulas foram inoculados em frascos ‘wheaton’ 

contendo 30 ml de meio MS, suplementado com sacarose (20 g.L-1) e, 26,85 µM de ANA. A 

este meio, denominado MS, foi ajustado o pH para 5,7 e adicionado com 7 g.L-1 de agar antes 

da autoclavagem a 121 ºC por 15 minutos. 
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O experimento foi composto por quatro tratamentos, em que o meio MS foi 

suplementado com Put (1,0 mM), Spd (1,0 mM) e Spm (1,0 mM), sendo um sem 

suplementação de PA exógena (controle). O fitorregulador ANA foi adicionado ao meio MS 

antes de autoclavagem, enquanto as soluções de Put, Spd e Spm tiveram pH corrigido para pH 

5,7+ 0,1, e foram filtro-esterilizadas antes de serem adicionadas ao meio MS após 

autoclavagem. Cada tratamento constou de cinco frascos, sendo colocados em cada um deles 

três explantes idênticos. 

As análises de PAs foram realizadas a partir de amostras (200 mg de MF) coletadas 

dos explantes originais, antes da inoculação, e de cada tratamento aos 7, 21, 28 dias de 

cultura, depois congeladas e armazenadas a -20 ºC. As culturas foram comparadas quanto a 

sua morfologia, aos 28 dias de cultivo, e em relação ao número total de embriões visualizados 

em cada explante, determinado pela média de cinco amostras, cada uma representada pelo 

conteúdo de um frasco, após 35 dias de cultivo.    

 

2.8 Cultivo in vitro 

As culturas para a obtenção de plântulas assim como para os experimentos de OG e 

ES foram mantidas em temperatura de 27 + 1 ºC, no período de luz, e 25 + 1 ºC no período de 

escuro. A irradiância foi de 35 µmoles.m-2.s-1, fornecida por lâmpadas fluorescentes do tipo 

branca fria (Philips), com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.  

 

2.9 Determinação de poliaminas  

As PAs livres e conjugadas solúveis em ácido perclórico, foram determinadas de acordo 

com a metodologia descrita por Silveira et al. (2004). Amostras de 200 mg de MF foram 

maceradas com 1,6 mL de ácido perclórico 5 % (v/v) e mantidas no gelo por uma hora, sendo 

posteriormente centrifugadas a 20.000 g por 20 minutos, a 4 0C. O sedimento foi então 

ressuspendido em 200 µL de ácido perclórico 5 %, centrifugado novamente e os dois 

sobrenadantes foram homogeneizados. A fração sobrenadante contém as PAs livres e 

conjugadas solúveis em ácido perclórico. As PAs conjugadas foram extraídas por hidrólise 

ácida, utilizando-se 200 µL do sobrenadante em igual volume de HCl 12 N, por 18 horas a    

110 ºC. Posteriormente, as amostras foram secas a 40 0C sob jato de nitrogênio e 

ressuspendidas em 200 µL de ácido perclórico 5 %.  

As PAs livres e conjugadas foram em seguida derivatizadas. Na derivatização, 40 µL da 

amostra contendo PAs foram misturados com 100 µL de cloreto de dansil (5mg.mL-1 em 

acetona), 50 µL de solução saturada de carbonato de sódio (Na2CO3) e 20 µL de 1,7-



                                                                          23 

diaminoheptano (DAH), que foi utilizado como padrão interno. Após a mistura, as amostras 

foram incubadas no escuro por 50 minutos, a 70 0C. O excesso de cloreto de dansil foi 

convertido em dansil-prolina, adicionando-se 25 µL de prolina (100 mg.mL-1) com posterior 

incubação por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, as PAs 

derivatizadas foram particionadas com 200 µL de tolueno. A fase apolar (tolueno) contendo as 

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

pura. 

A identificação e quantificação das PAs foram realizadas por cromatografia líquida de 

alto desempenho (HPLC), com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). 

Acetonitrila absoluta e acetonitrila 10 % em água, com pH 3,5 ajustado com HCL 1 N, foram 

utilizadas como solventes. A mudança na proporção de acetonitrila absoluta em relação a 

acetonitrila 10 % definiu o gradiente de corrida. O gradiente de acetonitrila absoluta foi ajustado 

para 65%, durante os primeiros 10 minutos; de 65 a 100 %, entre 10 e 13 minutos; e 100 % até 

22 minutos, com fluxo de 1 mL.min-1, a 40 0C. O detector de fluorescência foi ajustado para 

excitação a 340 nm e emissão a 510 nm. Foram injetados 20 µL da solução derivatizada com 

cloreto de dansil. As áreas e tempos de retenção de cada PA foram avaliados por comparação 

com as PAs com concentrações conhecidas: Put, Spd, Spm e DAH. 

                                                                                                                                                                                          

2.10 Delineamento experimental e análise estatística dos dados 

A estratégia delineada para o estudo das PAs foi realizada através da comparação dos 

conteúdos endógenos iniciais, obtidos a partir dos explantes cotiledonares e de hipocótilos, e 

dos conteúdos nas diferentes rotas morfogenéticas durante a morfogênese in vitro. Numa 

segunda etapa, foi caracterizado o efeito da aplicação de PAs exógenas no conteúdo de PAs 

endógenas e nas respostas morfogenéticas, ocorridos em condições embriogênicas e 

organogênicas, a partir de explantes de cotilédone (Figura 2). 

Os dados obtidos foram analisados através das médias e respectivos desvios padrão 

(Sokal e Rohlf, 1995). 
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PLÂNTULA MATRIZ

EXPLANTES 
COTILEDONARES

AIA+BAP+TDZ

ANÁLISE DO CONTEÚDO ENDÓGENO DE PAs

EXPLANTES DE
HIPOCÓTILOS

ANA ANA (14d)
AIA+BAPControle OG 

(MB e MS)
Controle ES
(MS)

Organogênese
e calogênese

Calogênese 
(não morfogênica)

AIA+BAP
+PAs

Embriogênese 
somática 

Morte dos 
explantes

Organogênese (com 
neoformação de 
protuberâncias) e 
calogênese

Controle 
OG (MB)

Figura 2. Delineamento experimental dos tratamentos realizados

ANA+PAs ANA
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3 RESULTADOS 

 

3.1 Padrões morfogenéticos e crescimento dos explantes cultivados in vitro  

3.1.1 Embriogênese somática  

 Com relação ao padrão morfogenético e crescimento dos explantes cotiledonares 

cultivados in vitro, em meio indutor de ES, os principais resultados foram:  

a)     Os explantes mantidos no tratamento controle não apresentaram nenhuma resposta 

morfogenética, morrendo após 14 dias de cultivo. Porém, uma concentração de 26,85 µM de 

ANA, em explantes distais e proximais, mostrou-se eficiente para a indução de ES indireta. 

b)       No tratamento ANA (Figura 3A–F), após 21 dias de cultivo, foi observado, inicialmente 

nas regiões secionadas dos explantes, a presença de calo de textura granular e coloração 

branco-amarelada (Figura 3A e B). Após 24 dias de cultivo, ocorre o desenvolvimento dos 

primeiros embriões somáticos nos estágios globular e cordiforme inicial (Figura 3C e D). No 

período de 26 a 35 dias de cultivo ocorreu um aumento no número de embriões somáticos, 

desde o estágio globular até cotiledonar (Figura 3E e F). 

c)      No tratamento ANA (14d) (Figura 3G–M), o desenvolvimento dos primeiros embriões, 

visualizados como pontuações verdes nos calos (Figura 3G e H), ocorreu precocemente em 

relação ao tratamento ANA, aos 21 dias de cultivo. Após 24 dias, ocorre um aumento no 

número e no desenvolvimento de embriões somáticos (Figura 3I e J). Os estágios 

embriogênicos torpedo e cotiledonar ocorreram aos 26 dias de cultivo (Figura 3K), observando-

se a partir desse período um tamanho maior dos embriões em relação ao tratamento ANA 

(Figura 3E), bem como um aparente maior desenvolvimento (Figura 3L e M). 

d)       Em relação ao crescimento dos explantes distais e proximais mantidos nos tratamentos 

embriogênicos nos quais foi considerada a presença de embriões (Figura 4), foi lento até o 14O 

dia de cultivo, seguido de um aumento contínuo da massa fresca, observando-se somente aos 

35 dias uma diferença significativa entre os tratamentos ANA e ANA (14d). Independentemente 

do tratamento, os explantes proximais mostraram um crescimento maior que os distais (Figura 

4). 

 

Com relação ao padrão morfogenético dos explantes da região distal e proximal de 

hipocótilos cultivados in vitro, destaca-se que a concentração de 26,85 µM de ANA foi 

inadequada para a indução de ES, promovendo apenas a formação de calo de aspecto 

esverdeado (não embriogênico), mesmo após 35 dias de cultivo. Por esse motivo, este 

tratamento não foi utilizado para as análises de crescimento e de PAs. 
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Figura 3. Respostas morfogenéticas em explantes de cotilédone, região distal (D) e proximal (P), em meio básico MS+ANA por 35 

dias (ANA), e em meio básico MS+ANA por 14 dias e depois meio MS por 21 dias (ANA -14d), cultivados in vitro.
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Figura 4. Massa fresca (g) das regiões distal (D) e proximal (P) de explantes cotiledonares, durante o  

  cultivo in vitro em diferentes tratamentos (média; n=5). 
 
 

3.1.2 Organogênese  

Com relação ao padrão morfogenético e crescimento dos explantes cotiledonares 

(Figura 5A–L) cultivados in vitro, destaca-se que:  

a) Os explantes mantidos no tratamento controle (Figura 5A–D) não apresentaram 

nenhuma resposta morfogenética, morrendo após duas semanas de cultivo. Entretanto, para 

os explantes mantidos nos tratamentos AIA+BAP (Figura 5E–H) e AIA+BAP+TDZ (Figura 5I–L) 

as primeiras respostas morfogenéticas foram visualizadas após 13 dias de cultivo. No período 

de 19 a 25 dias de cultura, observou-se abundantes protuberâncias de textura compacta e 

coloração esbranquiçada, na face abaxial, e esverdeada na face adaxial. Não ocorreu qualquer 

evolução destas protuberâncias até o final do cultivo.  

b) O crescimento das culturas contendo fitorreguladores (Figura 6A) foi lento durante os 

primeiros sete dias, seguido de um aumento acentuado a partir dos 13 dias de cultivo. 

Posteriormente, aos 19 dias de cultura, os explantes proximais mostraram um crescimento 

maior em relação aos distais, independente do tratamento. No entanto, o maior crescimento foi 

observado nos explantes mantidos no tratamento AIA+BAP+TDZ quando comparado com 

aqueles mantidos no meio AIA+BAP, ao final da cultura.  
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Com relação ao padrão morfológico dos explantes da região distal e proximal de 

hipocótilos cultivados in vitro, destaca-se que: 

a) Os explantes mantidos nos tratamentos controle (Figura 5M–P), AIA+BAP (Figura 5Q–

T) e AIA+BAP+TDZ (Figura 5U–X) apresentaram respostas organogenéticas, visualizadas a 

partir do 13O dia de cultivo. Posteriormente, entre os 19 e 25 dias de cultura, foram observadas 

diferenças na morfologia das culturas mantidas nos diferentes meios utilizados, ocorrendo no 

tratamento AIA+BAP+TDZ um maior desenvolvimento dos calos quando comparado com o 

tratamento AIA+BAP, e este em comparação ao controle.  

b) Independente do balanço hormonal e da região do explante verificou-se que a 

capacidade morfogenética difere entre as extremidades dos mesmos, regenerando 

preferentemente gemas na extremidade apical e calo na basal (Figura 5M-X). 

c) Para todos os tratamentos (Figura 6B), durante os primeiros sete dias de cultura, 

ocorreu um crescimento lento em MF, seguido de um aumento até o final do cultivo, quando 

foram observados os valores máximos. O crescimento em MF dos explantes proximais 

cultivados nos tratamentos controle e AIA+BAP, foi maior em relação aos explantes distais, 

enquanto que mantidos no tratamento AIA+BAP+TDZ, o crescimento de ambos os explantes 

foi semelhante. Nos tratamentos com fitorreguladores ocorreu um aumento da MF maior que 

no controle.  
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Figura 6. Massa fresca (g) das regiões distal (D) e proximal (P) de explantes cotiledonares (A) e de hipocótilo 
(B), durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média; n=5).  
 

 
Resumindo, ao comparar-se explantes de cotilédone e hipocótilo, verificou-se a 

ocorrência de diferenças no potencial morfogenético: a) os explantes de hipocótilo mostraram 

regeneração de gemas e calos friáveis quando cultivados em meio básico sem fitorreguladores 

ou quando mantidos nos tratamentos AIA+BAP e AIA+BAP+TDZ; b) nos explantes de 

cotilédone, a resposta morfogenética foi decorrente da suplementação do meio básico com 

fitorreguladores, já que no caso contrário não houve resposta, ocorrendo a morte dos 
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explantes. O potencial organogenético dos cotilédones mantidos nos tratamentos AIA+BAP e 

AIA+BAP+TDZ foi menor em relação aos hipocótilos. Nos cotilédones observou-se uma 

progressão na evolução morfogenética, não definida, ocorrendo principalmente protuberâncias 

que não evoluíram para brotações; d) para ambos os tipos de explantes, não foram observadas 

diferenças acentuadas na morfologia entre a região distal e proximal; e) o potencial 

organogênico é diferente entre as extremidades apical e basal dos explantes de hipocótilo; f) a 

resposta morfogenética foi acentuada quando adicionado TDZ ao meio organogênico, sendo 

que nos cotilédones ocorreu o desenvolvimento de protuberâncias, e nos hipocótilos o aumento 

do desenvolvimento de calos e gemas; g) em explantes de cotilédone, a suplementação do 

meio básico (MS) com ANA foi imprescindível para a ocorrência de ES; e) em explantes de 

hipocótilo, a concentração utilizada neste trabalho não induziu o processo embriogênico. 
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3.2 Padrão e conteúdo de PAs  

3.2.1 Padrão e conteúdo inicial nos explantes  

 Com relação às PAs livres e conjugadas nos cotilédones e hipocótilos (Tabela 2), cabe 

destacar que: 

a) Os conteúdos endógenos de Put e Spd, nas formas livres e conjugadas, foram maiores 

nos cotilédones em relação aos hipocótilos, enquanto que os conteúdos de Spm foram baixos 

e semelhantes. Destaca-se que em ambos os explantes a forma livre foi mais abundante que a 

forma conjugada. Particularmente, a Put livre é pelo menos 10 vezes mais abundante nos 

explantes de cotilédone em relação aos de hipocótilo, podendo estar positivamente relacionado 

com a capacidade embriogênica do explante cotiledonar.  

b) Com relação à região do explante, somente foi observada uma diferença significativa 

nos conteúdos endógenos de Put livre, que foram maiores nas regiões distais de cotilédones e 

hipocótilos quando comparados às regiões proximais destes explantes. 

c) Nos explantes cotiledonares, a Put foi predominante, seguida da Spd e Spm, tanto nas 

formas livres quanto nas formas conjugadas.  

d) Na região distal dos explantes de hipocótilo, as diferentes PAs, na forma livre e 

conjugada, foram detectadas. Entretanto, na região proximal só a fração livre das PAs foi 

detectada. Os conteúdos destas PAs foram muito baixos. 

 

Tabela 2. Conteúdo endógeno de PAs da região distal e proximal, de explantes de cotilédone e hipocótilo 
   (media + desvio padrão; n=3). 

  
PAs                 Forma Explantes cotiledonares Explantes de hipocótilos 

região 
 distal (A) 

 região 
proximal (B) 

 região 
distal (C) 

 região 
proximal (D)  

Livre 228,97+ 35,01 122,69+27,26 12,04+2,84 3,41+0,25 
Conjugada 37,60+11,64 32,69+ 9,88 4,56 +0,29             -a 

Putrescina 
(µg.g-1 de MF) 

     
Livre 22,73+ 1,08 15,67+ 1,73 7,55+ 1,10 6,89+0,80 
Conjugada 6,51+2,04 5,59+ 0,99 2,14+ 0,38 -a 

Espermidina 
(µg.g-1 de MF) 

     
Livre 1,43+ 0,32 1,10+ 0,07 2,04+ 0,36 3,16+0,59 Espermina 

(µg.g-1 de MF) Conjugada -a 0,09+ 0,02 0,26+ 0,05 -a 

a Não detectado 
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3.2.2 Variação no conteúdo de PAs durante os processos morfogenéticos 

3.2.2.1 Embriogênese somática  

 

Durante o desenvolvimento da ES, foi avaliada a variação no conteúdo de PAs, na sua 

forma livre e conjugada, e a razão de PAs, nas regiões distais e proximais de explantes 

cotiledonares cultivados in vitro.  

Com relação à variação das PAs totais (Figura 7), os principais resultados foram:  

a) Em cultura, o conteúdo decresceu ao longo do tempo, tanto em explantes distais 

(Figura 7A) quanto proximais (Figura 7B), ocorrendo os menores valores aos 35 dias. 

b) Este decréscimo foi mais acentuado no tratamento ANA (14d) em relação ao tratamento 

ANA, especialmente para a região distal.  

c) No tratamento controle (Figura 7A e B), o conteúdo foi menor que aqueles observados 

nas culturas com fitorregulador até os 14 dias. Após esse período, não foi realizada a 

quantificação de PAs devido à morte dos explantes. 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

P
A

s 
To

ta
is

 (
µ

g.
g-1

 d
e 

M
F

)

controle ANA ANA (14d) A

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

explante 14 21 24 26 35
Tempo de cultivo (dias)

P
A

s 
To

ta
is

 (
µ

g.
g-1

 d
e 

M
F

)

 

B

 
Figura 7. Variação do conteúdo endógeno de PAs totais na região distal (A) e proximal (B), de explantes 

 cotiledonares durante cultivo in vitro, em diferentes meios de cultura (média + desvio padrão; n=3). 
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A partir destes resultados, pode-se concluir que para o processo de ES, os maiores 

valores de PAs totais ocorrem antes do desenvolvimento e maturação dos embriões somáticos, 

aos 14 dias de cultivo, durante a indução da ES. O desenvolvimento e a maturação destes 

embriões poderia estar associado a uma diminuição nos conteúdos de PAs totais. 

Adicionalmente, observou-se que o ANA teve um efeito sobre a biossíntese de PAs totais, e que 

esse efeito é maior quando a presença de ANA é contínua. 

 

Com relação à variação das PAs livres (Figura 8) , os principais resultados foram:  

a) Em todos os tratamentos a Spd livre ocorreu em maior concentração que a Put e a 

Spm, durante todo o período de cultivo. 

b) Nos tratamentos ANA e ANA (14d), aos 14 dias de cultivo o nível de Put decresceu 

acentuadamente (Figura 8A e B), enquanto a Spd e a Spm apresentaram os níveis mais altos 

(8C-F). Em seguida, os níveis de Put, Spd e Spm decresceram, até os 35 dias de cultivo, 

quando foram observados os menores valores (Figura 8A-F). 

c) Entre os 21 e 35 dias de cultivo, o decréscimo da Spd e Spm livres foi mais acentuado 

no tratamento ANA (14d), decorrente da retirada do ANA do meio de cultivo, em relação ao 

tratamento ANA.  

d) No tratamento ANA (14d), os conteúdos de Spd e Spm diminuíram mais 

acentuadamente nos explantes proximais (Figura 8D e F) que nos distais (Figura 8C e E), 

particularmente entre os 21 e 24 dias de cultivo. Entretanto, nesse mesmo período, no 

tratamento ANA os valores de Spd e Spm foram muito semelhantes nas duas regiões (Figura 

8C e E).  

e) No tratamento controle (Figura 8A-F), aos 14 dias de cultivo, os conteúdos de Put, Spd 

e Spm livres foram menores àqueles ocorridos nos tratamentos ANA e ANA (14d), 

especialmente de Put e Spm endógenos. Após esse período, não foi realizada a quantificação 

de PAs, devido à morte dos explantes. 

 

Com relação à variação das PAs conjugadas (Figura 9), os principais resultados foram:  

a) Nos tratamentos ANA e ANA (14d), a Put (Figura 9A e B) ocorreu em maiores 

quantidades que a Spd (Figura 9C e D) e Spm (Figura 9E e F), as quais mantiveram conteúdos 

semelhantes, em todo o período de cultura. 

b) Aos 14 dias de cultivo, nos explantes distais e proximais cultivados no controle, os 

níveis de Put, Spd e Spm conjugadas (Figura 9A-F) eram inferiores aos observados nos 

tratamentos ANA e ANA (14d), nos quais observou-se um aumento dos conteúdos da fração 

conjugada de PAs (Figura 9A-F) em relação ao valor inicial (explante). No final do período de 

cultivo, nos tratamentos ANA e ANA (14d), os conteúdos de PAs conjugadas foram inferiores 

aos observados no 14O dia de cultivo. 
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Figura 8. Variação no conteúdo endógeno das diferentes PAs livres, na região distal (A,C,E) e proximal  
  (B,D,F) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura 
  (média + desvio padrão; n=3). (notar a escala diferente para Spm). 
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Figura 9. Variação do conteúdo endógeno das diferentes PAs conjugadas, na região distal (A,C,E) e  
  proximal (B,D,F) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios 
  (média + desvio padrão; n=3). (notar a escala diferente para a Put). 
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Com relação à variação da razão de PAs (Figura 10), verificou-se que explantes distais 

(Figura 10A) apresentaram valores iniciais (explante) superiores aos proximais (Figura 10B). 

Em cultura, ocorre um decréscimo acentuado que se manteve estável até o final do cultivo, 

onde ocorreram valores semelhantes para os explantes distais e proximais. Este maior valor na 

relação de PAs se deve às maiores concentrações de Put nos explantes iniciais, sendo que o 

decréscimo resultou da redução de Put e aumento de Spd e Spm ao longo do cultivo. 
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Figura 10. Razão de PAs [Put.(Spd+Spm) –1] a partir da região distal (A) e proximal (B) de explantes 

    cotiledonares durante cultivo in vitro em diferentes meios de cultura. (média + desvio padrão;  
    n=3).  

 

3.2.2.2 Culturas organogenéticas 

 

Durante a organogênese, foi avaliada a variação no conteúdo de PAs totais, na sua 

forma livre e conjugada, e a razão de PAs, nas regiões distais e proximais de explantes 

cotiledonares e de hipocótilo cultivados in vitro.  
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3.2.2.2.1 Explantes de cotilédones 
 

Com relação à variação das PAs totais (Figura 11), os principais resultados foram:  

a. ao início da cultura, os níveis decresceram acentuadamente, especialmente no 

controle. A partir do 7O dia de cultivo ocorreu um aumento progressivo nos 

tratamentos AIA+BAP e AIA+BAP+TDZ, atingindo valor máximo aos 19 dias; 

b. no período de 19 a 25 dias em cultura, ocorreu uma redução para os explantes 

cultivados no tratamento AIA+BAP (Figura 11A e B), enquanto aqueles no 

tratamento AIA+BAP+TDZ, os níveis se mantiveram constantes; 

c. no tratamento controle, a partir do 13O dia de cultura, não foram quantificadas as 

PAs totais (Figura 11A e B), devido à morte dos explantes. 
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Figura 11. Variação do conteúdo endógeno de PAs totais na região distal (A) e proximal (B) de explantes 

    cotiledonares durante o cultivo in vitro, em diferentes meios de cultura (média + desvio padrão;  
    n=3).  

 

Com relação à variação das PAs livres (Figura 12), os principais resultados foram:  

a) a Spd, em todos os tratamentos, foi a PA que ocorreu em maior concentração 

quando comparada a Put e a Spm, durante todo o período de cultivo; 
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b) os conteúdos de Put (Figura 12A e B) decresceram enquanto os de Spd (Figura 12C 

e D) e Spm (Figura 12E e F) aumentaram até 7 dias de cultura, independentemente 

do tratamento. A partir do 13O dia até o final do cultivo houve uma pequena redução 

nos níveis das PAs; 

c) os explantes distais e proximais cultivados no tratamento AIA+BAP, mostraram um 

padrão de variação similar para os conteúdos de Put, Spd e Spm livres (Figura 12A-

F);  

d) para o tratamento AIA+BAP+TDZ o padrão de variação das PAs foi diferente para 

os explantes distais e proximais (Figura 12A-F), sendo que os explantes proximais 

apresentaram maiores níveis de PAs livres quando comparado ao tratamento 

AIA+BAP, especialmente aos 25 dias de cultivo. 

 

Com relação à variação de cada uma das PAs conjugadas (Figura 13), os principais 

resultados foram:  

a) para todos os tratamentos a Put apresentou os maiores níveis, mostrando um 

padrão de variação semelhante ao das PAs totais. Nos tratamentos AIA+BAP e 

AIA+BAP+TDZ a Spm (Figura 13E e F) mostrou níveis intermediários e a Spd 

(Figura 13C e D) os menores. Entretanto, no controle ocorreu o inverso; 

b) os níveis de Put, aos sete dias de cultivo, nos tratamentos AIA+BAP e 

AIA+BAP+TDZ (Figura 13A e B) foram semelhantes aos iniciais, enquanto no 

tratamento controle os níveis diminuíram acentuadamente (Figura 13A e B). A partir 

deste momento, o tratamento AIA+BAP+TDZ apresentou níveis maiores de Put que 

o tratamento AIA+BAP, especialmente aos 25 dias de cultivo;  

c) os níveis de Spd (Figura 13C e D) e Spm também foram superiores no tratamento 

AIA+BAP+TDZ quando comparado com o tratamento AIA+BAP, apresentando um 

padrão de variação semelhante ao da Put a partir dos 19 dias de cultivo;  

d) a Put conjugada (Figura 13A e B) foi detectada em concentrações maiores em 

relação à Put livre, o mesmo ocorrendo para a Spm conjugada (Figura 13E e F) 

quando comparada à Spm livre, a partir dos 13 dias até os 25 dias de cultivo. 

 

Com relação à relação inicial de PAs (Figura 14), foi maior nos explantes distais em 

relação aos proximais (explante), com posterior decréscimo para todos os tratamentos (Figura 

14A e B), sendo este mais acentuado no controle. Ao longo do cultivo, nos tratamentos 

AIA+BAP e AIA+BAP+TDZ, essa razão foi mantida sem diferenças entre as diferentes regiões 

do explante utilizado.  
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Figura 12. Variação das PAs livres em culturas obtidas a partir da região distal (A, C, E) e proximal (B, D, 
    F) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média  
    + desvio padrão; n=3). (notar escala diferente para Spm). 
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Figura 13. Variação das PAs conjugadas em culturas obtidas a partir da região distal (A, C, E) e proximal  
    (B, D, F) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios (média +   
    desvio padrão; n=3). (notar escala diferente para as três PAs) 
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Figura 14. Razão de PAs [Put.(Spd+Spm) –1] em culturas obtidas a partir da região distal (A) e proximal  

   (B) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média  
   + desvio padrão; n=3).  

 
3.2.2.2.2 Explantes de hipocótilos 
 

Com relação à variação das PAs totais (Figura 15), os principais resultados foram:  

a) em todos os tratamentos os níveis aumentaram até os 13 dias de cultivo, com 

posterior estabilização. Níveis mais elevados ocorreram no tratamento 

AIA+BAP+TDZ, a partir do 13O dia de cultivo. Não foram observadas diferenças 

significativas ao compararem-se os explantes distais (Figura 15A) com os proximais 

(Figura 15B). 
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Região Distal 
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Figura 15. Variação do conteúdo endógeno de PAs totais em culturas obtidas da região distal (A) e  
                proximal (B) de explantes de hipocótilos, durante o cultivo in vitro em diferentes meios (média  

   + desvio padrão; n=3). 
 

 

Com relação à variação das PAs livres (Figura 16), os principais resultados foram: 

a) a Spd livre foi a PA predominante quando comparada com a Put e Spm, durante 

todo o período em cultura;  

b) aos 7 dias de cultivo, os níveis de Put, Spd e Spm foram semelhantes nos vários 

tratamentos, sendo os valores de Spd e Spm maiores que os iniciais;  

c) os conteúdos de Put e Spd mostraram uma tendência de aumento, especialmente 

para o tratamento AIA+BAP+TDZ. Entretanto, os níveis de Spm em todos os 

tratamentos se mantiveram estáveis até o final de cultivo, sem ocorrer diferenças 

significativas nos diferentes explantes;  

Região Distal 

Região Proximal 
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d) após os 13 dias de cultura, nos tratamentos AIA+BAP e controle, os conteúdos de 

Put e Spd diminuíram continuamente até o final do cultivo, enquanto no tratamento 

AIA+BAP+TDZ esses valores não mostraram variação, até os 25 dias de cultivo; 

e) no tratamento controle, em geral, os níveis de Put, Spd e Spm foram semelhantes 

àqueles do tratamento AIA+BAP. 

 

 Com relação à variação das diferentes PAs conjugadas (Figura 17), os principais 

resultados foram: 

a) ao longo do cultivo, as PAs conjugadas foram identificadas em ambas as regiões, 

sendo a Put (Figura 17A e B) a PA predominante, seguida da Spm (Figura 17E e F) 

(ambas com valores maiores que os da forma livre), e da Spd (Figura 17C e D);  

b) os níveis de Put nos explantes distais (Figura 18A) e proximais (Figura 17B) 

aumentaram de forma contínua até o 13O dia de cultivo, sendo que o aumento foi 

mais acentuado no tratamento AIA+BAP+TDZ quando comparado aos tratamentos 

AIA+BAP e controle, os quais apresentaram conteúdos semelhantes, porém 

menores até o final do cultivo;  

c) os níveis de Spd (Figura 17C e D) não apresentaram nenhum padrão de variação 

uniforme em qualquer momento, quando comparados todos os tratamentos, e 

quando detectados, os conteúdos foram muito baixos.  

d) os níveis de Spm nos explantes distais (Figura 17E) e proximais (Figura 17F) foram 

menores no tratamento controle, intermediários no tratamento AIA+BAP e maiores 

no tratamento AIA+BAP+TDZ.  

 

Quanto à variação da relação de PAs (Figura 18), verificou-se que a razão inicial de 

PAs foi maior nos explantes distais (Figura 19A) que nos proximais (Figura 18B). Aos sete 

dias de cultura, a razão foi semelhante nos dois tipos de explantes, sendo que ao longo do 

cultivo variou pouco, sem mostrar uma diferença acentuada entre os tratamentos.  
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Figura 16. Perfil de PAs livres, na região distal (A, C, E) e proximal (B, D, F) de explantes de hipocótilo,  
    durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média + desvio padrão; n=3).  
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Figura 17. Perfil das PAs conjugadas, na região distal (A, C, E) e proximal (B, D, F) de explantes de  
    hipocótilos, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média + desvio padrão;  
    n=3) (notar escala diferente para as PAs). 
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Figura 18. Razão de PAs [Put.(Spd+Spm) –1] na região distal (A) e proximal (B) de explantes de  

    hipocótilos, durante o cultivo in vitro, em diferentes meios de cultura (média + desvio padrão;  
    n=3). 
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3.3 Efeito de vitaminas e aminoácidos na morfogênese de explantes cotiledonares e 

conteúdo de PAs 

3.3.1 Padrão morfogenético 

  Com relação ao padrão morfogenético dos explantes cotiledonares cultivados in vitro, 

destaca-se que: 

a) Nos explantes distais e proximais mantidos nos tratamentos MB e MS, as primeiras 

respostas morfogenéticas foram visualizadas após 13 dias de cultivo. A partir desse período, 

manteve-se, em ambos os tratamentos, o mesmo padrão de desenvolvimento, observando-se 

após os 19 dias de cultura, abundantes protuberâncias compactas e esverdeadas, ao lado de 

calos friáveis e esbranquiçados. Também ocorreu o desenvolvimento de algumas estruturas 

fasciadas e outras semelhantes a pequenos brotos. Aos 28 dias de cultivo, observou-se 

algumas neoformações indiretas e abundantes calos, tanto nas regiões distais como nas 

proximais.  

b) A transferência dos explantes ao novo meio promoveu, em todas as culturas o 

crescimento e a proliferação de brotações, que às vezes alcançaram 1-2 cm, após um período 

aproximado de cinco semanas de cultura nestas condições.  

 

3.3.2 Padrão e conteúdo de PAs 

 Durante o processo organogenético, foi avaliada a variação no conteúdo de PAs totais, 

na sua forma livre e conjugada, e a razão de PAs, nas regiões distais e proximais de explantes 

cotiledonares cultivados in vitro.  

 

 Com relação à variação das PAs totais (Figura 19A e B), os  principais resultados foram: 

a) A região distal dos explantes apresenta quase o dobro de PAs totais que a região 

proximal. 

b) No início da cultura ocorreu um decréscimo no conteúdo de PAs totais (Figura 19), 

atingindo aos sete dias níveis semelhantes nas duas regiões, tanto nas cultivadas no 

tratamento MB como no MS.  

c) A partir dos sete dias, no tratamento MB, ocorreu uma redução que foi mais acentuada 

nos explantes distais (Figura 19A) que nos proximais (Figura 19B). No tratamento MS, esta 

redução ocorreu aos 21 dias nos explantes distais (Figura 19A), e aos 28 dias de cultivo nos 

proximais (Figura 19B). 

d) Em geral, ao longo da cultura, o conteúdo de PAs mostrou diferenças significativas nos 

explantes distais (Figura 19A) cultivados no tratamento MB em relação a aqueles no tratamento 
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MS, especialmente no período de 13 a 21 dias em cultura. Ao contrario, nos proximais (Figura 

19B) o efeito do tratamento no conteúdo endógeno de PAs totais foi menos evidente.  

e) Adicionalmente, o tratamento MS mostrou um efeito sobre o conteúdo de PAs totais, 

mantendo níveis maiores que aqueles observados no tratamento MB, especialmente durante a 

fase de expressão da morfogênese.  
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Figura 19. Variação do conteúdo endógeno de PAs totais, originais da região distal (A) e proximal (B) de  

          explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura MB e MS (média + desvio  
    padrão; n=3). 

 

 

Com relação à variação das PAs livres (Figura 20), os principais resultados foram: 

a) A Spd (Figura 20B) foi a PA livre mais abundante em ambos os tratamentos, tanto em 

explantes distais quanto proximais. A Put (Figura 20A) apresentou níveis intermediários e a 

Spm (Figura 20C) os menores.  

b) Nos tratamentos MB e MS, aos sete dias de cultivo, os níveis da Put livre (Figura 20A) 

decresceram acentuadamente enquanto os de Spd (Figura 20B) e Spm (Figura 20C) 
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mostraram os níveis mais altos. A partir do 13O dia de cultivo houve uma redução de todas as 

PAs livres, que se manteve até o final da cultura.  

c) Destaca-se que, tanto os teores de Put (Figura 20A) como de Spd livre (Figura 20B) aos 

28 dias de cultura são menores aos ocorridos nos explantes originais, enquanto a Spm (Figura 

20C) é a única PA livre que mostrou teores maiores aos iniciais. 

d) Em geral, não foi observada uma diferença significativa nos teores de Put, Spd e Spm 

livres ao comparar as duas regiões do explante mantidas num mesmo tratamento. Entretanto, 

ao comparar entre tratamentos, os níveis de Put e Spd nos explantes cultivados no tratamento 

MB mostraram uma tendência de decréscimo mais acentuada que aqueles mantidos no 

tratamento MS. 

 

Com relação à variação de cada uma das PAs conjugadas (Figura 21), os principais 

resultados foram: 

a) A Put conjugada (Figura 21A) foi a PA predominante, caracterizando o padrão de 

variação das PAs totais, seguida da Spm (Figura 21C) e da Spd conjugadas (Figura 21B).  

b) Os níveis da Put conjugada (Figura 21A), aos sete dias de cultivo, nos explantes distais 

e proximais em ambos os tratamentos, foram semelhantes. A partir dos 13 até os 21 dias de 

cultura, ocorreu uma diminuição da Put, especialmente nos explantes distais do tratamento MB 

em relação àqueles mantidos no tratamento MS. Esta diferença entre tratamentos não foi 

observada para os explantes proximais, no entanto no tratamento MB, a região distal mostrou 

níveis significativamente menores de Put que a região proximal.  

c) Destaca-se que, em geral, aos 28 dias de cultivo, nas duas regiões, os níveis de Put 

apresentaram valores semelhantes aos ocorridos aos sete dias de cultura, independente do 

tratamento (Figura 21A). 

d) Os níveis de Spd (Figura 21B), aos sete dias de cultura diminuíram acentuadamente, 

nas duas regiões cultivadas tanto no tratamento MB como no MS. Porém, a partir dos 13 dias, 

nas duas regiões do explante mantidas nos tratamento MB e MS, os valores de Spd 

aumentaram, com níveis maiores no tratamento MS. Ao final da cultura, no tratamento MB 

ainda ocorreu um aumento dos teores de Spd, enquanto que no tratamento MS a Spd não foi 

detectada.  

e) Os níveis de Spm (Figura 21C), nos tratamentos MB e MS aumentaram durante cultura 

em relação aos valores iniciais. Este acréscimo foi mais acentuado no tratamento MS, 

especialmente aos 13 e 21 dias de cultivo. Ao final da cultura os valores desta PA foram 

semelhantes nas duas regiões, independentemente do tratamento. 

f) Finalmente, ao compararem-se os níveis das respectivas PAs nas formas livres e 

conjugadas, resulta que a Spd (Figura 20B) livre é predominante sobre a forma conjugada 

(Figura 21B), para ambos os tratamentos, especialmente durante o período inicial da cultura, 
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enquanto que, a fase final do cultivo foi associado a níveis de Put e Spm conjugadas (Figura 

21A e B) maiores aos da forma livre. Além disso, no tratamento MB, ao final da cultura, a Put 

livre, e a Spd livre e conjugada, foram menores em relação aos valores originais, enquanto os 

teores de Spm, nas formas livre e conjugada, foram maiores. Os teores de Put conjugada, não 

mostraram uma diferença significativa entre os valores ocorridos ao inicio e fim da cultura. 

Destaca-se que, em ambos os tratamentos, ao inicio da cultura a PA predominante era a Put 

livre, enquanto ao final da cultura foi a Put conjugada. 

 

Quanto à variação da relação de PAs (Figura 22), verificou-se que a razão de PAs 

inicial, nos explantes, diminuiu drasticamente após o inicio das culturas, mantendo se neste 

patamar durante todo o período de cultivo. Para todos os tratamentos, o conteúdo de Put, na 

forma livre mais a forma conjugada, foi sempre maior ao das outras PAs analisadas, resultando 

numa relação de PAs sempre maior o igual que 1,0.  
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Figura 20. Variação no conteúdo endógeno das PAs livres, na região distal (A, C, E) e proximal (B, D, F)  
    de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura (média +  
    desvio padrão; n=3) (notar a escala diferente para Spm). 
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Figura 21. Variação no conteúdo endógeno das PAs conjugadas, da região distal (A, C, E) e proximal (B,  
    D, F) de explantes cotiledonares, durante o cultivo in vitro em diferentes meios de cultura  
    (média + desvio padrão; n=3) (notar a escala diferente para todas as PAs). 
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Figura 22. Razão de PAs [Put.(Spd+Spm) -1], nas regiões distal (A) e proximal (B) de explantes  

     cotiledonares, e durante o cultivo in vitro em meio de cultura MB e MS (média + desvio  
     padrão; n=3). 
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3.4 Efeito de PAs exógenas no conteúdo de PAs endógenas e nas respostas 

morfogenéticas em explantes de cotilédones 

3.4.1 Organogênese 

3.4.1.1 Padrão morfogenético 

 

Com relação ao padrão morfogenético dos explantes cotiledonares cultivados in vitro 

por 28 dias, foram observadas diferenças significativas na morfologia dos explantes em cultura 

organogênica quando mantidos nos diferentes tratamentos (Figura 23). Salientam-se os 

seguintes resultados: 

a) Os explantes mantidos no tratamento controle (Figura 23, A e E) caracterizaram-se pela 

formação de protuberâncias esverdeadas, estruturas fasciadas formadas a partir dos calos, e 

de algumas brotações indiretas. Esta resposta foi mais acentuada nas regiões proximais. 

b) O tratamento Put (Figura 23, B e F) favoreceu principalmente a proliferação de calo, 

com o conseqüente aumento de tamanho dos explantes. Neste tratamento as protuberâncias 

foram menos evidentes que no tratamento controle, mas mesmo assim, foram visualizadas 

brotações indiretas, especialmente na região proximal. 

c) Os explantes distais mantidos no tratamento Spd (Figura 23, C e G), apresentaram uma 

morfologia semelhante ao controle, mostrando abundantes protuberâncias. No entanto, a 

região proximal se caracterizou pela maior proliferação de calo de aspecto friável, e a partir 

destes, o desenvolvimento de estruturas semelhantes a pequenas folhas. 

 

CONTROLE     PUT        SPD        SPM 

A B DC

E F G H

A B DC

E F G H

 

Figura 23. Efeito da aplicação de PAs exógenas às culturas organogenéticas de cotilédones, região  
    distal e proximal, cultivadas in vitro.Tratamento Controle: região distal (A), região proximal (E);  
    Tratamento Put: região distal (B), região proximal (F); Tratamento Spd: região distal (C); região  
    proximal(G); Tratamento Spm: região distal (D); região proximal (H). 
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d) Nas duas regiões dos explantes mantidos no tratamento Spm (Figura 23, D e H), foram 

visualizadas pequenas estruturas alongadas semelhantes a gemas, através de organogênese 

indireta. Esta resposta foi mais acentuada na região proximal, a qual também apresentou maior 

crescimento dos explantes junto com calo mais esverdeado, em relação à região distal. Em 

relação aos controles ocorreu maior proliferação de calo. 

 

3.4.1.2 Padrão e conteúdo de PAs 

 

 Durante o processo organogenético foi avaliada a variação no conteúdo de PAs, nas 

suas formas livres e conjugadas, e a razão de PAs, nas regiões distais e proximais de 

explantes cotiledonares cultivados in vitro.  

 

Com relação à variação de PAs livres (Figura 24, A e B) para ambas as regiões 

cotiledonares cultivadas in vitro, os principais resultados foram: 

a) Nos explantes distais e proximais cultivados no tratamento controle, os níveis de Put 

diminuíram acentuadamente aos sete dias de cultivo, seguido de pequena redução até o final 

da cultura. Os níveis endógenos de Spd e Spm, após aumentar seus teores aos sete dias, 

decresceram gradativamente até o final do cultivo. 

b) A adição de Put as culturas organogênicas só foi efetiva na manutenção de teores altos 

da respectiva PA aos sete dias de cultivo (Figura 24, A e B), resultando ser a PA predominante, 

seguida da Spd e Spm. A partir dos sete dias, o padrão de variação de todas as PAs livres e, 

os valores de Spd e Spm foram similares aos observados nos controles.  

c) O tratamento Spd só aumentou os teores endógenos dessa PA aos sete dias de cultivo 

nas duas regiões do explante (Figura 24, A e B), decrescendo nas demais fases da cultura. 

d) A adição de Spm ao meio de cultura (Figura 24, A e B), promoveu altos teores dessa 

PA endógena a partir dos sete dias, e especialmente aos 21 dias de cultivo, e elevou também o 

teor de Put endógena durante todo o experimento. Os padrões de variação da Put e Spd, e os 

valores desta última, não mostraram diferenças quando comparados ao controle. 

e) Em geral, não houve diferenças significativas entre os valores de PAs endógenas das 

regiões distais e proximais. 

 

 Com relação à variação das PAs conjugadas, nos explantes distais (Figura 25A) e 

proximais (Figura 25B), os  principais resultados foram: 

a) Nos controles, a região distal apresentou maiores conteúdos de PAs, que aumentaram 

durante a cultura, especialmente a Put e a Spm. 
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b) Nas regiões distal e proximal, a adição de Put de uma maneira geral aumentou seus 

respectivos valores endógenos em relação ao controle, e provocou uma queda nas demais 

PAs, especialmente na Spm, que ficou muito abaixo do seu teor nos controles. 

c) A adição de Spd promoveu um pequeno aumento no seu teor endógeno e uma queda 

nas demais PAs conjugadas.  

d) A adição de Spm ao meio de cultivo elevou seu teor endógeno aos 21 dias na região 

proximal dos explantes, e provocou uma diminuição aos 28 dias de cultura em relação aos 

controles, tanto na região proximal como na distal, e causou uma queda nos teores de Put.  

e) Finalmente, destaca-se que em todos os tratamentos a Put foi a PA conjugada mais 

abundante, mesmo quando adicionadas PAs exógenas. Alem disso, ao compararem-se os 

níveis de Put, Spd e Spm livres (Figura 24, A, B e C) e conjugadas (Figura 25, A, B e C), para 

todos os tratamentos verificou-se que ao início da cultura os valores de Spd livre predominaram 

sobre os da forma conjugada e, ao final do cultivo, os conteúdos de Put e Spm conjugadas 

foram maiores aos ocorridos na forma livre.  
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Figura 24. Efeito da adição de PAs nos níveis endógenos das diferentes PAs livres ( -Put, -Spd, -Spm), na região distal (A) e proximal (B) de explantes cotiledonares,  

    durante o cultivo in vitro em meio de cultura organogênico. (média + desvio padrão; n=3).  
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Figura 25. Efeito da adição de PAs nos níveis endógenos das diferentes PAs conjugadas ( -Put, -Spd, -Spm), na região distal (A) e proximal (B) de explantes  
     cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura organogênico. (média + desvio padrão; n=3). 
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Com relação à razão de PAs (Figura 26A e B) para ambas as regiões cotiledonares 

cultivadas in vitro, os principais resultados foram: 

a) A razão inicial diminuiu durante cultura em todos os tratamentos. Porém, a adição de 

Put ao meio de cultura provocou uma relação muito maior nas duas regiões do explante, em 

relação a todos os tratamentos. O tratamento controle, de uma maneira geral, manteve valores 

intermediários, até 21 dias de cultivo, especialmente nos explantes proximais. 

b) Tanto a adição de Spd como de Spm ao meio, diminuíram a relação até os 13 dias de 

cultivo nas duas regiões, enquanto que provocou um aumento ao final da cultura nos 

proximais. 
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Figura 26. Razão de PAs [Put.(Spd+Spm) -1] nas regiões distal  (A) e proximal (B) de explantes 
cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura organogênico adicionado com diferentes PAs 
exógenas (média + desvio padrão; n=3).  
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3.4.2 Embriogênese somática  

3.4.2.1 Padrão morfogenético  

 

Com relação à resposta morfogenética dos explantes cotiledonares cultivados in vitro, destaca-

se que:  

a) Aos 35 dias de cultivo não foram observadas diferenças significativas na capacidade de 

regeneração entre as diferentes regiões dos explantes (Figura 27). Entretanto, nos controles, os 

explantes proximais (Figura 27E) mostraram uma proliferação mais abundante de calos que os distais 

(Figura 27A), e esta resposta foi ainda mais acentuada nos tratamentos Put (Figura 27, B e F) e Spd 

(Figura 27, C e G). 

b) Em geral, em todos os tratamentos nos quais foi adicionada uma PA exógena (Figura 27) 

observou-se um maior tamanho dos explantes. Apesar disso, nenhum destes tratamentos foi 

significativamente diferente ao controle (Figura 28), em relação ao número de embriões totais 

visualizados em cada explante. Porém, a adição de Put exógena afetou o número de embriões nos 

explantes distais e proximais, que foi significativamente diferente em relação ao tratamento Spd.  

Neste último tratamento ocorreram os menores números de embriões somáticos. 

 

CONTROLE          PUT     SPD             SPM 

A DCB

HGFE

A DCB

HGFE

A DCB

HGFE

 
Figura 27. Efeito da aplicação de PAs exógenas nas culturas embriogenéticas de cotilédones, região distal e  

    proximal, cultivadas in vitro.Tratamento Controle: região distal (A), região proximal (E); Tratamento  
    Put: região distal (B), região proximal (F); Tratamento Spd: região distal (C); região proximal(G);  
   Tratamento Spm: região distal (D); região proximal (H). 
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Figura 28. Número de embriões observados na região distal ( ) e proximal ( ) de explantes cotiledonares, 
                 durante cultivo in vitro em meio de cultura embriogênico. (média + desvio padrão; n=5).  
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3.4.2.2 Padrão e conteúdo de PAs 

 

Durante o processo embriogenético, foi avaliada a variação no conteúdo de PAs, nas suas 

formas livres e conjugadas, e a razão de PAs, nas regiões distais e proximais de explantes 

cotiledonares cultivados in vitro, em meios com e sem adição de PAs exógenas. 

 

Com relação à variação de PAs livres (Figura 29, A e B) para ambas as regiões cotiledonares 

cultivadas in vitro, os principais resultados foram: 

a) No tratamento controle, em ambas as regiões, o nível de Put decresceu ao longo da cultura, 

enquanto os valores de Spd e Spm aumentaram significativamente aos sete dias de cultivo, seguido 

de posterior redução até o final do experimento. Aos 28 dias de cultivo todos os valores de PAs eram 

próximos e muito baixos.  

b) No tratamento com a adição de Put, os valores dessa PA ficaram muito altos aos sete dias de 

cultivo, mas decresceram rapidamente já aos 21 dias de cultura nas duas regiões do explante. Neste 

tratamento, a partir dos sete dias, o padrão de variação de todas as PAs se manteve similar ao 

controle, não afetando os valores de Spd e Spm; porém, a Put foi a PA predominante, seguida da Spd 

e de Spm, durante todo o experimento.  

c) Com a adição de Spd ao meio de cultura (Figura 29, A e B), seus valores endógenos foram 

muito elevados aos sete dias, decrescendo ao longo do cultivo, mas mantendo níveis mais elevados 

que as demais PAs até os 28 dias de cultura. Este tratamento não afetou o padrão de variação nem 

os conteúdos endógenos de Spm nas duas regiões do explante. Entretanto, elevou o conteúdo 

endógeno de Put, a partir dos 21 dias, a níveis maiores aos observados nos controles.  

d) A adição de Spm ao meio de cultura (Figura 29, A e B) promoveu sua incorporação em altos 

níveis, que assim se mantiveram ao longo de todo o experimento, especialmente na região distal. 

Ocorreu ainda uma maior queda nos valores de Put e Spd quando comparados aos demais 

tratamentos.  

 

Com relação à variação das PAs conjugadas (Figura 30, A e B), os principais resultados foram: 

a) Ao longo da cultura, em ambas as regiões cotiledonares, nos tratamentos controle e Put 

ocorreram valores endógenos maiores de Put e menores de Spm, enquanto a Spd praticamente 

desaparece. Tanto os níveis de Put quanto os de Spm aumentam quando comparados aos valores 

originais, porém a adição de Put elevou um pouco mais os níveis da respectiva PA sem afetar as 

demais PAs.   

b) Quando o meio de cultura foi suplementado com Spd (Figura 30, A e B), não há qualquer 

acúmulo de Spd conjugada. Pelo contrario, neste tratamento a Put conjugada foi a PA mais 

abundante. Nos explantes distais (Figura 30A), a adição de Spd elevou grandemente os valores de 

Put aos 21 dias de cultivo, enquanto nas regiões proximais (Figura 30B) diminuiu seus valores. 
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c) No tratamento Spm, a adição da respectiva PA resultou na incorporação de Spm conjugada, 

depois dos sete dias na região distal (Figura 30A), e já aos sete dias na região proximal (Figura 30B), 

decrescendo aos 28 dias nas duas regiões do explante. Os conteúdos de Put conjugada durante 

cultura foram semelhantes ao controle. 

d)  De maneira geral, não há grandes diferenças entre as regiões distal e proximal dos explantes, 

ocorrendo em todos os tratamentos um acúmulo de Put e Spm conjugadas, enquanto a Spd 

conjugada foi detectada só eventualmente. 

e) Finalmente, destaca-se que, no controle, a partir do momento em que a Spd livre (Figura 29A 

e B) passa a ser a PA livre predominante, aos 21 dias de cultura, a Put conjugada (Figura 30A e B) foi 

a PA mais abundante entre as poliaminas livres e conjugadas. Entretanto, no tratamento Put, no qual 

a Put (Figura 29A e B) foi a PA livre predominante, a Put conjugada (Figura 30A e B) também foi a PA 

que apresentou os maiores níveis a partir dos 21 dias de cultivo. Nos tratamentos Spd e Spm, a Put 

conjugada deixa de ser a PA mais abundante, entre as PAs livres e conjugadas, particularmente 

devido ao drástico aumento da respectiva PA livre.  
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Figura 29. Variação no conteúdo endógeno das diferentes PAs livres ( -Put, -Spd, -Spm), na região distal  (A) e proximal (B) de explantes cotiledonares, durante o  
     cultivo in vitro em meio de cultura embriogênico. (média + desvio padrão; n=3). 
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Figura 30. Variação no conteúdo endógeno das diferentes PAs conjugadas ( -Put, -Spd, -Spm), na região distal  (A) e proximal (B) de explantes cotiledonares,  

    durante o cultivo in vitro em meio de cultura embriogênico. (média + desvio padrão; n=3).  
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Com relação à variação da razão de PAs (Figura 31, A e B), os principais resultados 

foram: 

a) Para as culturas mantidas no tratamento controle, a razão de PAs inicial diminuiu 

acentuadamente até os sete dias de cultivo, mostrando uma relação estável durante o resto do 

período em cultivo, com valores semelhantes para os explantes distais e proximais (Figura A e B).  

b) Nas culturas mantidas nos tratamentos Spd e Spm, a razão mostrou um decréscimo mais 

acentuado quando comparado ao controle, mantendo esse patamar até o final do experimento.  

c) Pelo contrario, o tratamento Put, aos sete dias de cultura manteve a razão inicial, com 

redução gradativa até o final da cultura, porém com uma razão maior que os outros tratamentos. 
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Figura 31. Razão de PAs [Put.(Spd+Spm) -1] nas regiões distal  (A) e proximal (B) de explantes  

    cotiledonares, durante o cultivo in vitro em meio de cultura embriogênico adicionado com  
    diferentes PAs exógenas (média + desvio padrão; n=3).  
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4 DISCUSSÃO 

 

4.1 O papel do tipo e região do explante, e do meio de cultura nas respostas 

morfogenéticas 

Em nosso trabalho, observou-se que a viabilidade e a capacidade de regeneração dos 

explantes de cotilédone de S. melongena, cv. Embú, foi dependente da suplementação de 

fitorreguladores ao meio de cultivo in vitro, enquanto que explantes de hipocótilo cultivados em 

meio sem adição de fitorreguladores mostraram regeneração organogênica. Para ambos os 

explantes, a adição de concentrações e combinações de diferentes fitorreguladores afetou a 

resposta morfogenética, tanto para ES quanto para OG. Ao suplementar-se o meio de cultivo 

com 26,85 µM de ANA, tratamento adaptado às condições embriogênicas, os cotilédones 

mostraram uma maior competência para ES quando comparados aos hipocótilos. 

Particularmente, nos cotilédones, um tempo de 14 dias em meio indutor resultou no 

desenvolvimento precoce dos embriões somáticos após sua transferência para o meio sem 

fitorreguladores, quando comparado aos explantes mantidos no tratamento com ANA durante 

todo o período de cultivo. Por outro lado, nas combinações de 2,9 µM de AIA e 11,1 µM de 

BAP, ou 2,9 µM de AIA, 11,1 µM de BAP e 0,2 µM TDZ, utilizadas para a organogênese, o 

potencial organogenético dos cotilédones foi menor em relação aos explantes de hipocótilo. 

Tanto nos explantes de cotilédone como de hipocótilo, a resposta morfogenética foi semelhante 

entre as regiões distal e proximal. Destaca-se que a adição de TDZ ao meio organogênico 

provocou um aumento na resposta em relação à adição de AIA e BAP, promovendo a 

formação de protuberâncias nos cotilédones, e calos e gemas nos hipocótilos.  

Segundo Sharma e Rajam (1995a), a combinação de 2,9 µM de AIA e 11,1 µM de BAP, 

mostrou-se mais eficiente na organogênese a partir de explantes de cotilédone e hipocótilo de 

S. melongena, cv. Pusa Purple Long. Porém, quando esta combinação foi utilizada no presente 

trabalho com S. melongena, cv. Embú, as respostas morfogenéticas discordaram daquelas 

obtidas por estes autores. Salienta-se que, para os cotilédones, esta combinação resultou 

numa evolução organogenética indefinida, observando-se principalmente protuberâncias. Por 

outro lado, apesar de verificar-se a conversão esporádica das protuberâncias a gemas após 

um período prolongado em cultura, com eventual regeneração de ramos em meio sem adição 

de fitorreguladores, não ocorreu o enraizamento destes. Assim, demonstrou-se que esta 

combinação ou concentrações de fitorreguladores adaptadas às condições organogênicas e 

material utilizado foi inadequada, expondo, possivelmente, às células a um estresse, conforme 

salientado por Gaspar et al. (2002). Para os hipocótilos, a resposta foi semelhante àquela 

ocorrida em meio de cultivo in vitro sem a adição de fitorreguladores.  
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Apesar da combinação utilizada não ter resultado numa evolução organogenética 

similar àquela observada por Sharma e Rajam (1995a), em geral, as diferenças na habilidade 

morfogenética tanto para ES quanto para OG entre os explantes de cotilédone e hipocótilo de 

S. melongena, cv. Embú, foram semelhantes. Diferentemente, Magioli et al. (1998) obtiveram 

em S. melongena, cv. F-100, um maior potencial de regeneração nos cotilédones que os 

hipocótilos, com o uso isolado de 0,2 µ M de TDZ, em comparação à resposta induzida por 

BAP. Em nosso trabalho, a aplicação de TDZ ao meio organogênico AIA+BAP não modificou o 

potencial de regeneração entre os explantes, mas somente aumentou a formação das 

estruturas induzidas pela combinação do AIA e BAP. Pode-se supor que, em parte, o efeito do 

TDZ adicionado em cultura in vitro, simule aqueles provocados pela adição da auxina e 

citocinina (Murthy et al., 1998). Ainda nesse sentido, o TDZ provocou uma inibição sobre o 

desenvolvimento dos ramos nos hipocótilos, semelhante ao relatado por Magioli et al. (1998).  

  

4.2 Conteúdo e variação de poliaminas em explantes e culturas 

A partir das diferenças observadas na capacidade morfogenética entre explantes, pôde-

se verificar a existência de uma possível relação desse processo com os conteúdos endógenos 

de PAs nos explantes iniciais. Assim, os maiores conteúdos endógenos de Put livre e 

conjugada, Spd livre, e PAs totais apresentados nos cotilédones em comparação aos 

hipocótilos, foi correlacionado com a competência para ES. Ao contrário, os baixos níveis de 

PAs nas formas livre e conjugada observados nos hipocótilos foram associados a uma maior 

capacidade organogenética. Acrescenta-se que, nos cotilédones, a Put foi a PA mais 

abundante, seguida da Spd, enquanto que, nos hipocótilos, os conteúdos destas PAs não 

diferiram significativamente. Os conteúdos de Spm foram muito baixos e semelhantes nos dois 

tipos de explantes. Além disso, as PAs na forma livre foram predominantes sobre a forma 

conjugada. Os maiores conteúdos de Put livre na região distal de cotilédones e hipocótilos em 

relação à região proximal não foram relacionados com a habilidade morfogênica. Entretanto, 

sugerem estar positivamente relacionados com os maiores conteúdos de aminoácidos totais 

ocorridos nestas regiões dos explantes (De Souza, 2006). 

Diferenças nos conteúdos endógenos de PAs entre diferentes explantes num mesmo 

programa morfogenético (Boget et al., 1995) ou de um gradiente de PAs no mesmo explante, 

relacionados com a habilidade morfogenética (Altamura et al., 1993; Sharma e Rajam, 1995b) 

já foram relatadas anteriormente. Tiburcio et al. (1988) correlacionaram os menores conteúdos 

de PAs observados em internós de inflorescência (estágio de fruto verde) de Nicotiana 

tabacum com a maior habilidade organogenética. Por outro lado, a maior capacidade 

embriogênica tem sido correlacionada positivamente aos valores de PAs iniciais a partir de 

explantes de hipocótilo e cotilédone de S. melongena, cv. Pusa Purple Long (Sharma e Rajam, 
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1995b; Yadav e Rajam, 1997). No entanto, Pedroso et al. (1997) observaram em folhas de 

Camellia japonica que tanto as regiões embriogênicas como as não embriogênicas não 

apresentaram diferenças nos conteúdos de PAs iniciais. Segundo Antognoni et al. (1998), as 

diferenças nos conteúdos de PAs entre diferentes tecidos poderiam estar associadas a um 

metabolismo inicial diferente. Neste sentido, mais do que seus conteúdos, o fator determinante 

na morfogênese in vitro poderia ser o metabolismo das PAs (Aribaud et al., 1999). Porém, em 

nossos experimentos, tanto os conteúdos, como a varição de PAs livres e conjugadas em 

culturas organogênicas in vitro, a partir de diferentes tipos de explantes, indicam uma 

associação destas PAs com o programa organogenético.  

Em geral, no início das culturas in vitro (até sete dias), durante o período de indução 

organogenética, baixos conteúdos de Put livre, que eram semelhantes nos dois tipos de 

explantes, foram associados com um acréscimo nos teores de Put conjugada que se manteve 

ao longo da cultura. Em relação aos valores originais, um decréscimo acentuado nos valores 

da Put livre foi associado com uma diminuição no conteúdo de PAs totais, nas duas regiões 

dos cotilédones, enquanto que nos hipocótilos, com baixos conteúdos iniciais, mostraram um 

aumento das PAs totais devido ao acréscimo das PAs conjugadas. Nesse período, a Spd e 

Spm livres foram predominantes sobre a forma conjugada, devido a um aumento acentuado 

nos teores iniciais, aos sete dias de cultura, independentemente do tratamento. Assim, nossos 

resultados sugerem que uma relação desfavorável na razão entre a Put livre e as PAs Spd e 

Spm livres no início da cultura, junto com um acréscimo na conjugação da forma livre de Put, 

tanto nos cotilédones como nos hipocótilos, poderiam estar relacionados à fase indutiva do 

processo organogénetico. Reforçando esta hipótese, em cotilédones sem uma resposta 

morfogenética, não ocorreu a conversão da Put livre à forma conjugada, como relatado para 

cotilédones de S. melongena, cv. Violetta lunga (Scoccianti et al., 2000).  

Saliente-se que um decréscimo de Put livre nos cotilédones, antes da visualização da 

resposta organogênica, também foi observado em cotilédones de S. melongena (Scoccianti et 

al., 2000) e Cucumis sativus (Zhu e Chen, 2005), e em hipocótilos de Brassica oleracea (Pua et 

al., 1999). Em nossos experimentos, a redução de Put livre nos cotilédones não se explica 

totalmente pela conversão a Spd e Spm livres, dado os baixos valores destas PAs nos 

explantes em cultura, inclusive quando foi adicionada Put exógena ao início do cultivo. Neste 

caso ocorreu um aumento nos conteúdos endógenos de Put livre e conjugada sem provocar 

uma mudança nos níveis de Spd e Spm livres. Nossos resultados sugerem que a conversão de 

Put a Spd e Spm não seja a principal via de utilização de Put livre em cotilédones e hipocótilos 

de S. melongena e, portanto, os baixos conteúdos de Put livre bem como a sua conversão à 

forma conjugada poderiam estar relacionados à fase indutiva da organogênese. Acrescente-se 

que o fitorregulador BAP mostrou-se inefetivo ou inibitório na biossíntese de Put, enquanto que 
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sua combinação com AIA induziram a atividade de biossíntese, sem provocar um acúmulo, em 

internós de N. tabacum, conforme descrito por Scaramagli et al. (1995). 

 Assim, a variação do conteúdo de Put livre, precursor obrigatório da Spd livre, estaria 

regulando a razão Put/Spd. Esta relação tem sido considerada crítica para o crescimento e 

diferenciação organogênica a partir de folhas de varias linhas transgênicas de N. tabacum 

(Kumria e Rajam, 2002), e embriogênica em calos de Oryza sativa (Shoeb et al., 2001). Além 

disto, o aumento de Spm aos sete dias de cultura está de acordo com as observações de Zhu 

e Chen (2005). Estes autores mostraram que existe um aumento da Spm livre antes da 

visualização de estruturas vegetativas, sendo altos conteúdos de Spm livre correlacionados 

com a indução e formação das gemas em cotilédones de C. sativus.  

Por outro lado, o padrão de variação no conteúdo de Put livre nos explantes de 

cotilédone e hipocótilo foi semelhante quando mantidos no mesmo tratamento, apresentando 

teores baixos durante o cultivo, especialmente no tratamento AIA+BAP, assim como os valores 

de Spd e Spm livres, que em geral, também diminuíram. Destaca-se que, após sete dias, o 

padrão das PAs totais nas duas regiões dos explantes de cotilédone e hipocótilo foi 

representado pelo conteúdo das PAs conjugadas, particularmente de Put conjugada. Em geral, 

os conteúdos de Put conjugada aumentam ao longo da cultura in vitro nos dois tipos de 

explantes, assim como os valores de Spd e Spm conjugadas. Sugere-se que ocorra uma 

utilização das PAs livres, após a fase de indução, durante o crescimento e diferenciação das 

estruturas organogênicas, para a síntese das PAs nas formas conjugadas. Uma redução 

contínua no conteúdo de PAs livres, bem como um aumento geral na forma conjugada das PAs 

durante o desenvolvimento organogênico, também foi relatado em cotilédones de S. 

melongena, cv. Violetta lunga, durante a organogênese (Scoccianti et al., 2000). Anteriormente, 

Tiburcio et al. (1988) mostraram que, durante o desenvolvimento de estruturas vegetativas e 

florais a partir de internós de N. tabacum, ocorre uma redução da Put e Spd livres e um 

aumento na conjugação destas PAs. 

 Independentemente das condições de cultivo determinantes da organogênese, 

evidenciou-se que, nos cotilédones, junto a uma evolução morfogenética não definida, ocorriam 

maiores conteúdos de PAs totais e de PAs conjugadas em relação aos hipocótilos. Ao 

contrário, os hipocótilos mostraram uma evolução organogenética definida bem como teores de 

PAs totais, livres e conjugadas, menores que os cotilédones. Além disso, os hipocótilos 

cultivados nos tratamentos AIA+BAP e controle, que apresentaram uma evolução 

organogenética semelhante, mostraram conteúdos de Put livre e conjugada, Spd livre e PAs 

totais também semelhantes. A partir destes resultados, verificou-se a existência de uma 

correlação positiva entre os conteúdos iniciais de PAs e o tipo de explante, observando-se 

maiores conteúdos nos cotilédones em comparação aos hipocótilos. Por conseguinte, um 

maior acréscimo de Put conjugada nos cotilédones, concomitantemente a uma evolução 
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morfogenética não definida, possivelmente seja consequência dos maiores conteúdos iniciais 

de Put conjugada em comparação aos hipocótilos. Entretanto, esta relação entre o acúmulo da 

forma conjugada de PAs, principalmente de Put, e a evolução morfogenética, sugerem um 

possível envolvimento das PAs conjugadas durante o processo de diferenciação 

organogenética de S. melongena.  

Segundo Bouchereau et al. (1999) as PAs conjugadas podem ter a função de proteger 

as células expostas ao estresse, que em nosso experimento pode ter sido provocado por uma 

aplicação inadequada na concentração ou combinação de fitorreguladores para os cotilédones, 

conforme sugerido por Gaspar et al. (2002), resultando numa evolução morfogenética 

“ineficiente”, concomitantemente a um acúmulo de Put conjugada maior que nos hipocótilos. 

Por outro lado, Biondi et al. (2001) mostraram que uma inibição da organogênese, devido ao 

efeito de metil-jasmonato, ocorria paralelamente a um aumento no acúmulo de PAs 

conjugadas. Coerente com isto, o acúmulo destas PAs geralmente está relacionado à 

inativação da forma livre, a qual seria a única forma ativa (Bais e Ravishankar, 2002) capaz de 

participar, direta ou indiretamente, em várias vias metabólicas essenciais aos processos de 

morfogênese in vitro (Gaspar et al., 2003).  

Devemos salientar que, independente da evolução morfogenética, o tratamento 

AIA+BAP+TDZ promoveu um aumento no conteúdo das PAs, nas formas livres e conjugadas, 

nas fases finais da morfogênese, tanto nos explantes de cotilédone quanto nos de hipocótilo. 

Porém, este acréscimo foi mais acentuado nos cotilédones, devido aos maiores conteúdos de 

Put conjugada acumulados nestes explantes. Estes resultados sugerem que o TDZ estimula ou 

mantém os conteúdos de PAs mais altos. O mecanismo de ação de TDZ está associado, em 

parte, com a inibição da degradação das citocininas pela citocinina oxidase, resultando num 

aumento dos conteúdos de citocininas endógenas (Bilyeu et al., 2001; Chatfield e Armstrong, 

1987). Várias evidências suportam que as citocininas induzem o acúmulo de PAs (Sergiev et 

al., 1995; Feray et al., 1992; Rakova e Romanov, 2005), resultando numa possível explicação 

para as diferenças nos conteúdos de PAs totais observados no tratamento organogênico no 

qual foi utilizado o TDZ, particularmente nos cotilédones, que mostraram os maiores conteúdos 

nessas condições de cultivo. É possível que os maiores conteúdos atingidos pelos explantes 

ao final da cultura estejam relacionados a um estresse provocado por um tratamento com 

excesso de citocinina. Entretanto, esta hipótese não foi estudada no presente trabalho.  

Por outro lado, nossos resultados sugerem ainda que o padrão de variação nos 

conteúdos de PAs foi uma adaptação às condições que levam à organogênese e ao material 

usado. Neste sentido, tanto nos explantes de cotilédone como de hipocótilo, entre as PAs na 

forma conjugada, a Put foi a PA predominante, seguida da Spm e Spd. Em geral, os conteúdos 

de Put, Spd e Spm conjugadas mostraram uma tendência ao aumento a partir da fase de 

indução da OG, durante todo o cultivo, nos diversos tratamentos. Assim, para a Spm, os teores 
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da forma livre ao final da cultura foram menores aos da forma conjugada. Porém, durante o 

período de cultivo in vitro, os teores da Spm livre e conjugada aumentaram em relação aos 

teores iniciais, independentemente do tratamento. Para a Spd, apesar da diminuição da forma 

livre ao longo da cultura, o aumento da forma conjugada não foi acentuado como nas outras 

PAs, e portanto, os valores de Spd livre e conjugada foram muito baixos ao final da cultura. 

Entretanto, entre as PAs livres, a Spd foi a mais abundante. Adicionalmente, ao comparar-se 

as PAs nas formas livres e conjugadas, a Put conjugada foi aquela que mostrou os maiores 

teores, inclusive em relação a Spd livre e Spm conjugada, representando o padrão de variação 

das PAs totais durante o processo organogenético.  

A despeito do possível efeito do meio básico, MB ou MS, suplementado com AIA+BAP, 

tanto para a resposta organogênica quanto ao conteúdo e padrão de variação de PAs ocorrido 

em explantes de cotilédone, observou-se diferenças em relação aos conteúdos das diversas 

PAs apesar da semelhança em relação ao padrão morfogenético obtido. Nos explantes 

cultivados no meio MS o conteúdo de PAs totais foi maior em relação àqueles em meio MB, 

devido a um aumento no conteúdo das PAs conjugadas, especialmente quando foram 

visualizadas as primeiras estruturas morfogenéticas, e a uma tendência de diminuição da Put e 

Spd livres menos acentuada. Estes resultados, além de corroborar a existência de uma relação 

entre a conjugação de PAs e a expressão da morfogênese, indicam que a glicina, presente só 

no meio MS, poderia estar contribuindo tanto na biossíntese de PAs livres como na síntese de 

ácidos hidrocinâmicos (HCA), aumentando por conseqüência a conjugação das PAs. 

Entretanto, até o momento não existem trabalhos que relatam a participação da glicina na 

síntese de PAs. Por outro lado, apesar da função dos HCA ainda não estar elucidada, seu 

acúmulo pode ser interpretado como um efeito de um maior conteúdo ou síntese das PAs 

livres, conforme sugerido por Scoccianti et al. (2000). 

Durante o processo de ES, a partir de explantes de cotilédone cultivados em meio 

suplementado com ANA, os maiores conteúdos de PAs livres ocorreram entre os sete e 14 dias 

de cultura, durante os estágios de indução e formação de calo embriogênico. Altos conteúdos 

de Put livre foram observados durante a fase indutiva da formação de calo embriogênico em 

folhas de S. melongena (Yadav e Rajam, 1998) e em anteras imaturas de Vitis vinifera (Bertoldi 

et al., 2004), enquanto que altos conteúdos de Spd livre mostraram um papel importante na 

iniciação de embriões somáticos em Panax ginseng (Monteiro et al., 2002). Em relação aos 

valores iniciais, nesta fase ocorreu um decréscimo de Put livre e um acréscimo de Spd e Spm 

livres, além de altos teores de Put conjugada, e o início do acúmulo de Spm conjugada. De 

acordo com os nossos resultados, sugere-se que ocorra uma alta utilização de Put livre para 

síntese da Spd livre, resultando numa redução da relação Put/Spd inicial entre estas duas PAs 

livres, e um aumento da Spd e Spm livres, durante a formação do calo embriogênico. Uma 

variação similar no conteúdo das PAs livres foi observada por Yadav e Rajam (1998) durante o 
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estágio de adquisição de competência embriogênica, com formação de massas pré-

embriogênicas (PEM) em folhas de S. melongena, cv. Pusa Purple Long. Apesar de que não foi 

realizado neste trabalho um estudo anatômico detalhado, aos sete dias de cultivo foram 

observadas PEM no interior dos explantes de cotilédone de S. melongena, cv. F-100, (Tarré et 

al., 2004). Foi demonstrado que a razão Put/Spd é crítica para o crescimento e diferenciação 

de embriões somáticos em Vitis vinifera e Oryza sativa (Faure et al., 1991; Shoeb et al., 2001). 

Por outro lado, Silveira et al. (2006a) demonstraram que a adição de Spd e Spm ao meio de 

cultura permitiu a evolução morfogenética, do estágio PEM II ao estágio PEM III, em suspensão 

embriogênica a partir de sementes imaturas de Araucaria angustifolia. A importância da razão 

entre estas duas PAs também foi observada em nosso trabalho, quando foram aplicadas as 

PAs exógenas aos tratamentos de indução de ES. Nota-se que somente quando foi adicionada 

Spd exógena às culturas embriogênicas, não ocorreu uma redução da razão entre a Put e Spd 

livres, resultando numa diminuição no número de embriões somáticos quando comparado com 

o tratamento embriogênico suplementado com Put exógena. 

Posteriormente, durante a fase de desenvolvimento dos embriões somáticos a partir dos 

21 dias, houve uma redução no conteúdo de todas as PAs livres até o final do cultivo, 

provavelmente devido a sua utilização nesta fase, conforme sugerido para folhas de S. 

melongena por Yadav e Rajam (1998). Esta diminuição nos valores de Put, Spd e Spm livres 

durante os estágios de desenvolvimento dos embriões somáticos via ES indireta, também foi 

observada em anteras imaturas de Vitis vinifera (Bertoldi et al., 2004). Ao contrário, as formas 

conjugadas de Put e Spm se mantiveram num patamar semelhante ao observado aos sete dias 

de cultura, enquanto que os valores de Spd conjugada, ao longo do cultivo, foram inferiores 

aos das outras PAs conjugadas, e menores aos teores de Spd livre, apesar da redução desta 

última durante o desenvolvimento dos embriões somáticos. A Put conjugada foi predominante 

sobre a forma livre, após os sete dias de cultivo, devido à redução contínua nos teores de Put 

livre ao longo da cultura, e à manutenção de altos teores da forma conjugada desta PA.  

Quando comparados os tratamentos ANA e ANA (14d), para a indução da ES, 

observou-se que o ANA teve um efeito sobre a biossíntese de PAs totais, e que esse efeito é 

maior quando a presença de ANA é contínua. Este efeito estimulador das auxinas sobre a 

biossíntese das PAs concorda com que tem sido relatado para outros materiais (Faivre-

Rampant et al., 2000; Gaspar et al., 2003). Neste sentido, a manutenção das condições 

indutivas nas culturas de explantes de cotilédones durante o período em que ocorreu a 

diferenciação dos embriões somáticos manteve um decréscimo menos acentuado nas PAs 

livres, especialmente da Spd e Spm livres, associado ao desenvolvimento dos estágios 

embriogênicos observados mais tardiamente em relação ao tratamento ANA (14d). Assim, 

sugere-se que, para um melhor desenvolvimento embriogênico, seria favorável a eliminação do 

estímulo indutivo, já que a suplementação do ANA não foi imprescindível para a expressão 
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embriogênica a partir de explantes de cotilédones. Por outro lado, estes resultados corroboram 

a relação entre o desenvolvimento dos embriões e a redução nas PAs livres. 

Quando comparados os processos de OG e ES em relação aos conteúdos e padrões de 

PAs, na forma livre e conjugada, observou-se que, para ambos, o padrão de variação das PAs 

livres foi semelhante ao longo da cultura in vitro. Porém na ES, durante o período inicial de 

cultivo, a diminuição da Put livre foi menos acentuada, mostrando teores cinco vezes maiores 

em relação aos valores ocorridos nos explantes mantidos em meio organogênico, e o aumento 

observado na Spd livre, no processo embriogênico, foi o dobro em relação aos valores 

ocorridos no processo organogenético. No entanto, os valores de Spm livre, os quais 

apresentam um acréscimo em relação aos valores originais aos sete dias de cultivo, foram 

semelhantes para ambos os processos morfogenéticos. Posteriormente, no processo de ES a 

redução nos teores de PAs livres foi acentuada, alcançando valores semelhantes àqueles 

observados no processo de OG aos sete dias de cultivo in vitro. Aos 28 dias de cultivo, nos 

dois processos morfogenéticos, os teores de Put, Spd e Spm livres foram muito baixos e 

próximos entre eles. Foi demonstrado por Cvikrová et al. (1999), em folhas de Medicago sativa, 

que durante o início do cultivo embriogênico ocorrem níveis de PAs livres maiores, bem como 

um grau de proliferação celular mais intensa, em comparação ao tratamento suplementado 

com uma combinação de uma auxina e uma citocinina. 

Assim, sugere-se que durante o periodo indutivo ocorram maiores conteúdos iniciais de 

Put e Spd livres nas condições embriogênicas em relação às organogênicas, devido a uma 

maior ativação da biossíntese de PAs modulado pelo tratamento hormonal (Scaramagli et al., 

1995). A síntese da Put ocorre diretamente através da ornitina pela ornitina decarboxilase, ou 

indiretamente através de uma serie de intermediários, incluindo a agmatina, a partir da arginina 

via arginina decarboxilase (Kakkar et al., 2000). Yadav e Rajam (1998) demonstraram que os 

altos níveis de PAs livres, particularmente da Put, deviam-se a uma alta atividade da ADC 

durante a ES, induzida através do ANA, em folhas de S. melongena. Em nosso experimento de 

ES, os maiores conteúdos de arginina foram observados no início do cultivo, ocorrendo uma 

diminuição ao longo da cultura (De Souza, 2006). Portanto, o decréscimo no conteúdo de PAs 

livres durante o cultivo poderia estar correlacionado a uma diminuição na disponibilidade de 

arginina endógena. Por outro lado, Fobert e Webb (1987) já haviam demonstrado uma 

correlação negativa entre um incremento na concentração de arginina adicionada em 

condições embriogênicas, e a resposta embriogenética a partir de cotilédones de S. 

melongena. Scaramagli et al. (1995) também demonstraram que a presença de AIA+BAP em 

explantes de N. tabacum ativa a biossíntese de Put, via ADC, porém um acúmulo desta PA foi 

relacionado a uma ativação via ODC e ADC. Entretanto, Scoccianti et al. (2000) mostraram que 

a atividade da ODC era maior em comparação a atividade da ADC durante a organogênese a 

partir de cotilédones de S. melongena tratados com ANA e zeatina.  
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Em relação às PAs conjugadas, no período em que os explantes ainda não 

apresentavam um padrão morfogenético determinado, os conteúdos de Put conjugada foram 

maiores nos explantes mantidos em cultura organogênica, e valores mais elevados foram 

observados nesta última, até o final do cultivo. Os teores de Spd conjugada, mesmo que baixos 

para ambos os processos, foram maiores no processo de OG. O resultado mais notável foi em 

relação aos conteúdos de Spm conjugada, os quais foram significativamente maiores no 

processo de OG em relação ao de ES, devido a um acréscimo ao longo do cultivo durante a 

OG; em função disso, este processo mostrou uma relação maior entre a forma conjugada de 

Spm e a forma livre, que não foi evidente no processo de ES. O padrão de variação das PAs 

totais no processo de OG foi caracterizado principalmente pela fração conjugada das PAs, Put 

e Spm. Porém, no processo de ES, aos sete dias de cultivo, foram principalmente as PAs livres 

que contribuíram para o conteúdo de PAs totais, enquanto que posteriormente só a Put 

conjugada foi realmente importante.  

Em geral, os processos morfogenéticos, tanto de ES como de OG, a partir de explantes 

de cotilédone, ocorridos em cultivo in vitro, foram associados com maiores conteúdos de PAs 

livres antes da visualização da resposta morfogenética, seguido de uma diminuição de PAs 

livres durante a expressão, além de aumento e manutenção de altos teores de Put conjugada, 

a qual passa a ser a PA predominante entre as livres e conjugadas. O acúmulo das PAs 

conjugadas foi menor no processo de ES.  

 

4.3 Efeito da aplicação de PAs exógenas nas respostas morfogenéticas e no teor 

endógeno 

Nossos resultados evidenciaram que, dependendo do processo morfogenético e dos 

fitorreguladores adicionados ao meio de cultivo, podem ser encontrados nos tecidos em cultura, 

diferentes conteúdos e padrões de PAs. Além disso, a adição de PAs no cultivo embriogênico 

ou organogênico, resultou em mudanças na morfologia das culturas assim como nos teores 

endógenos de PAs.  

No meio organogênico (OG), a adição de PAs promoveu a incorporação da respectiva 

PA livre durante a fase indutiva, antes da visualização das primeiras estruturas morfogenéticas, 

e a conversão a sua forma conjugada durante todo o processo morfogenético. Porém, a 

aplicação de PAs exógenas teve um efeito contrário na conversão à forma conjugada das 

outras PAs não adicionadas, durante todo o período de cultivo. Particularmente, a adição de 

Spm promoveu a manutenção de conteúdos elevados da Spm endógena durante a expressão 

morfogênica, além de provocar um acréscimo da Put livre durante todo o período de cultura. A 

partir de nossos resultados, pode-se supor que um aumento na conjugação da respectiva PA 

adicionada seja consequência de um excesso no conteúdo da sua forma livre, “adaptada” às 
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condições organogênicas estabelecidas, enquanto que uma redução na conjugação das outras 

PAs pode-se dever a uma falta de ácidos hidrocinâmicos. Por outro lado, uma inibição da 

biossíntese de ácidos hidrocinâmicos foi associada a uma redução nos valores de PAs 

conjugadas, e a um aumento da forma livre (Cvikrová et al., 2003). Dado que em nosso 

trabalho os conteúdos endógenos de Spd e Spm livres não aumentaram após a adição 

exógena do seu precursor, é provável que tenha ocorrido uma conversão deficiente devido à 

falta de grupos aminopropil necessários para biossíntese destas PAs livres. Outra possível 

explicação seria a limitação de enzimas (S-adenosilmetionina decarboxilase e Spd e Spm 

sintase) (Bastola e Minocha, 1995). Com relação aos conteúdos endógenos de Spm, nossos 

resultados sugerem que ocorre a biossíntese de Put livre durante a organogênese, em parte 

para sua utilização na conversão a Spm. Estes resultados concordam com aqueles de Zhu e 

Chen (2005), que demonstraram que a adição de Put exógena ao cultivo organogênico de 

explantes de cotilédones de C. sativus provoca um incremento nos conteúdos de Spm 

endógena.  

A adição de PAs ao meio embriogênico (ES), promoveu a incorporação da respectiva PA 

livre durante a fase indutiva, e manteve seus teores endógenos maiores em relação ao controle 

durante o resto do período de cultivo. Destaca-se que, ao contrário do processo organogenético, 

somente a adição de Put e Spm promoveu um acréscimo na conversão da respectiva forma 

conjugada sem afetar as outras PAs conjugadas, enquanto que a adição de Spd afetou a 

conjugação da Put livre. Particularmente, a adição de Spm ao meio embriogênico, ao contrário do 

observado no processo de OG, provocou um decréscimo da Put e Spd livres mais acentuado em 

relação ao controle.  

Nossos resultados estão de acordo com aqueles observados em trabalho com folhas de S. 

melongena, em que a adição de Put exógena afetou somente os conteúdos endógenos de Put 

livre e conjugada (Yadav e Rajam, 1997, 1998). Entretanto, em nosso trabalho não foi observado 

um aumento na resposta embriogênica. Estas discrepâncias podem ser atribuídas aos diferentes 

tipos de explante utilizados, diferentes concentrações de ANA, ou das diferentes condições de 

crescimento das plântulas nestes dois estudos. Por outro lado, Fobert e Webb (1988) mostraram 

que a adição de PAs ao meio de cultivo contendo uma concentração de ANA idêntica à utilizada 

em nosso trabalho, não afetou a resposta de ES em cotilédones de S. melongena. Em geral, a 

adição de PAs exógenas resultou num aumento de tamanho dos explantes devido principalmente 

a calogênese, sem favorecer a formação de embriões somáticos. Pelo contrário, a presença de 

Spd provocou uma redução no numero de embriões em comparação ao tratamento Put. 

Resultados semelhantes foram obtidos em explantes de Panax ginseng, nos quais as PAs 

exógenas não promoveram a multiplicação embriogênica, e quando adicionou-se Spd ou Spm, 

ocorreu uma diminuição da ES, juntamente com um aumento da calogênese (Kevers et al., 2002). 
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No entanto, a adição de Spd no estágio de iniciação da ES, aumentou a resposta embriogênica 

(Kevers et al., 2002; Monteiro et al., 2002).  

Assim, pode-se concluir que no processo embriogênico, em geral, a maior variação nos 

conteúdos de PAs foi em relação à fração das PAs livres, e a adição exógena destas afetou 

principalmente o conteúdo endógeno das mesmas. Ao contrário, no processo organogenético, 

as maiores mudanças no conteúdo endógeno de PAs ocorreu na fração conjugada, e a 

aplicação de PAs exógenas apresentou um efeito mais significativo, especialmente para o 

conteúdo de Put conjugada.  

 

4.4 Considerações finais e perspectivas 

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram a existência de uma relação 

interdependente dos fitorreguladores e poliaminas na determinação dos processos de ES e 

OG, que abrem mais perspectivas para o entendimento de seu controle. Por outro lado, deve-

se salientar as peculiaridades de indução e expressão das duas vias morfogenéticas aqui 

estudadas, que confirmam que nosso sistema é um bom modelo para estudos desse tipo. 

Assim, a partir das observações feitas em nosso trabalho, surgem algumas novas 

possibilidades de exploração de caminhos que levem à ampliação do conhecimento do 

mecanismo do estabelecimento e do controle dos programas morfogenéticos. Acreditamos que 

esforços devem ser concentrados no estudo do papel das PAs conjugadas, e das possíveis 

causas e efeitos de seu acúmulo. Por outro lado, a existência de uma relação entre os 

conteúdos de arginina e de PAs nos hipocótilos e nos cotilédones de S. melongena, sugerem 

que novas investigações devem ser feitas, principalmente com referência aos precursores de 

PAs. A partir das evidências surgidas da existência de uma correlação dos conteúdos de PAs 

endógenas com a morfogênese, sugere-se o estudo da atividade das enzimas relacionadas à 

biossíntese (ODC e ADC) e catabolismo (DAO e PAO) de PAs, principalmente através do efeito 

de inibidores enzimáticos. Adicionalmente, abordagens utilizando técnicas citológicas e 

imunocitoquímicas durante a fase indutiva possibilitariam uma melhor descrição dos eventos  

relacionados com a divisão e crescimento celular, em suma, com a diferenciação que precede 

a expressão da organogênese. 

Finalmente, deve-se lembrar que a interação de diferentes fitorreguladores que conduz 

à expressão organogenética, é feita numa primeira etapa através da sinalização que leva à 

expressão gênica, com a conseqüente produção de proteínas características. A identificação 

de proteínas peculiares associadas às diversas etapas dos processos morfogenéticos, através 

do estudo dos proteomas, já tem sido feita em estudos de embriogênese (Silveira et al., 

2006b), onde proteínas características tem sido associadas a diferentes estágios 
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embriogenéticos. Este é mais um tipo de estudo que julgamos de interêsse, onde o sistema de 

S. melongena que utilizamos pode ser extremamente últil. 
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