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INTRODUÇÃO 
 

A morfogênese nas plantas é conseqüência da integração dos processos de divisão 
e diferenciação celular, os quais conduzem a uma estrutura organizada e característica 
(Handro & 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. Os padrões mais comuns que ocorrem em tecidos cultivados in vitro são: 
a) a neoformação de raízes e gemas caulinares, vegetativas ou florais, através da 
organogênese, que pode ser ainda direta, ou indireta, a partir de um calo e; b) a formação 
de embriões somáticos através da embriogênese somática, que também pode ser direta ou 
indireta.  

A embriogênese somática constitui um exemplo da expressão da totipotencialidade, 
postulada por Haberlandt em 1902, em que as células vegetais possuem a capacidade de 
regenerar indivíduos completos a partir de uma única célula. A sua utilização como técnica 
para propagação clonal tem sido tema de diferentes estudos e revisões (Santa-Catarina et 
al., 2001; Quiroz-Figueroa et al., 2006). Entretanto, a embriogênese constitui um modelo 
bastante interessante para estudos básicos de fisiologia, biologia celular, bioquímica, 
genética da diferenciação e morfogênese em vegetais. Estudos utilizando esta abordagem 
têm sido realizados em especial com abordagens morfológicos e cito-histológicos 
(Cangahuala-Inocente et al., 2004). Neste aspecto, deve-se destacar que as limitações 
impostas pela falta de estudos básicos sobre a ontogênese dos embriões zigóticos e 
embriogênese somática, nos seus aspectos fisiológicos e bioquímicos complementados com 
a caracterização molecular, torna frequentemente, os protocolos de cultivo in vitro bastante 
empíricos e pouco eficientes.  

No presente trabalho serão discutidos alguns aspectos relacionados à utilização de 
marcadores moleculares estádio-específicos, como estratégia para o estudo dos processos 
da embriogênese zigótica e somática. Sua identificação e utilização permite uma melhor 
compreensão dos aspectos básicos destes processos de desenvolvimento, além de, 
propiciar a possibilidade de otimização de sistemas e protocolos de embriogênese somática 
para fins aplicados e biotecnológicos. 

A embriogênese in vitro foi descrita pela primeira vez, independentemente, por 
Steward et al. (1958) e Reinert (1958) em cenoura. Embora existam relatos para inúmeras 
espécies, os seus avanços ainda são limitados pela falta da compreensão dos estímulos e 
condições necessárias para sua indução e controle. A embriogênese somática é um 
processo onde através da técnica de cultivo in vitro, células isoladas ou um pequeno grupo 
de células somáticas dão origem a embriões (Tautorus et al., 1991), numa seqüência 
morfogenética que se aproxima aos eventos representativos da embriogênese zigótica. Este 
processo pode ser dividido em quatro fases: 1) a indução em meios de culturas contendo 
auxinas (mais frequentes) e citocininas (menos frequentes); 2) multiplicação em meios 
contendo auxinas em baixas concentrações; 3) maturação em presença de ABA e/ou 
agentes osmóticos e; 4) germinação em meios de cultura isentos de fitorreguladores 
(Tautorus et al., 1991). As condições para promover a embriogênese somática estão 
relacionadas com a presença de reguladores de crescimento, estresses osmóticos, 
alterações de pH, choques térmicos e tratamentos com diferentes substâncias (Guerra et al., 
1999) sendo as auxinas referenciadas como essenciais na indução do processo (Fehér et 



 

 

al., 2002). Além das condições de cultivo, também devem ser considerados como 
fundamentais, o explante inicial, incluindo o seu genótipo, estádio de desenvolvimento e as 
condições fisiológicas, como por exemplo, o conteúdo hormonal endógeno do material 
(Jiménez, 2001). Portanto, o processo da embriogênese pode ser definido como um 
processo multifatorial e altamente complexo.  

Similaridades morfológicas, fisiológicas e bioquímicas, entre os processos de 
embriogênese somática e embriogênese zigótica foram demonstradas para diferentes 
sistemas vegetais, incluindo gimnospermas e angiospermas. Uma melhor compreensão dos 
fatores associados à embriogênese zigótica pode ser buscada na interface entre os modelos 
de embriogênese somática e embriogênese zigótica. Ambos os processos apresentam os 
mesmos estádios de desenvolvimento pró-embrionários e embrionários incluindo: globular, 
cordiforme (em dicotiledôneas), torpedo, cotiledonar e maduro (Zimmerman, 1993). As 
estruturas internas do embrião somático globular e cordiforme são semelhantes aos 
equivalentes zigóticos. Assim, são evidentes no estádio globular a protoderme e a 
polaridade, e no estádio cordiforme a simetria bilateral (Guerra et al., 1999). Em Pinus 
taeda, Pullman et al. (2003) demonstraram que além das semelhanças morfológicas, 
similaridades estão presentes no padrão de aminoácidos nos diferentes estádios da 
embriogênese. Mais recentemente, Winkelmann et al. (2006) utilizando Cyclamen persicum, 
através de análises proteômicas comparativas, demonstraram similaridades nos dois 
processos de desenvolvimento. As principais diferenças entre os embriões somáticos e 
zigóticos relacionam-se com o fato dos embriões somáticos se desenvolvem livres de 
correlações físicas, fisiológicas e genéticas, as quais ocorrem durante o desenvolvimento de 
um embrião zigótico (Zimmerman, 1993). Adicionalmente, as células embriogênicas, in vitro, 
são passíveis de manipulação pela grande maioria de técnicas celulares e moleculares, em 
contraste com as células gaméticas e o zigoto, que estão embebidos no tecido materno. 
Uma particularidade dos embriões somáticos é a presença de um sistema vascular fechado, 
sem conexão vascular com os tecidos do explante inicial (Guerra et al., 1999).  
 
 INDUÇÂO PARA A EMBRIOGÊNESE 
 

Em condições in vitro, a embriogênese somática ocorre em explantes cujas células 
são determinadas, ou pré-embriogênicas, ou então, o processo se inicia com uma fase 
inicial onde células se desdiferenciam, tornam-se competentes, e são determinadas para a 
embriogênese. Estes processos envolvem mecanismos complexos de reativação celular, 
divisão e reprogramação do metabolismo e desenvolvimento (Fehér et al., 2003). O termo 
“células embriogênicas” frequentemente é utilizado para aquelas células que tenham 
completado a sua transição do estado somático para o estado embriogênico. Nesta situação 
nenhum outro estímulo, por exemplo, a aplicação de reguladores de crescimento, é 
necessária para a produção de embriões somáticos. Aquelas células em um estádio 
intermediário, ou seja, que necessitam de algum estímulo exógeno para tornarem-se 
embriogênica são ditas como “competentes para a embriogênese” (Guerra et al., 1999). 

Os processos moleculares que governam a competência e a indução para a 
embriogênese em células vegetais ainda não estão totalmente esclarecidos (Mordhost et al., 
1997). Sem dúvida estes processos envolvem a reprogramação da expressão gênica, que 
resultam em alterações morfológicas, bioquímicas e metabólicas nas células. Trabalhos 
recentes têm sido realizados objetivando a obtenção de marcadores moleculares para a 
detecção e/ou promoção da competência embriogênica. A identificação e expressão destes 
genes marcadores são, na sua maioria, utilizados para a identificação populações celulares 
competentes para a embriogênese.  

Um dos primeiros genes descritos como envolvidos na expressão da competência 
celular foi o “Somatic Embryogenesis Receptor Kinase” (DcSERK) (Schmidt et al., 1997), em 
cultura de tecidos de Daucus carota. A expressão do gene SERK tem sido utilizada como 
um marcador, dentro de uma população das células embriogênicas competentes e não 
competentes (Santa-Catarina et al., 2004). Esta situação também foi identificada para outros 
sistemas como: Arabidopsis (AtSERK1) (Hecht et al., 2001), Dactylis glomerata (DgSERK) 



 

 

(Somleva et al., 2000) e Medicago trunculata (MtSERK1) (Nolan et al., 2003). Salienta-se, 
entretanto, que a expressão destes homólogos não é específica para marcar células 
competentes para formar embriões, mas está também está envolvida no processo que 
confere a competência embriogênica, podendo ser um componente da via de sinalização da 
embriogênese especialmente durante os estádios iniciais de desenvolvimento (Ikeda et al., 
2006). As células competentes podem conter um receptor inativo, que pode ser ativado pela 
presença de algum fator que aciona o programa genético da embriogênese (Fehér et al., 
2003; Nolan et al., 2003). Agregados celulares de O. catharinensis cultivados, com a 
competência à embriogênese, foram associados à expressão do gene SERK, e com perfis 
específicos de poliaminas (PAs) e aminoácidos associados a síntese de PAs (Santa-
Catarina et al., 2004). Ficou evidenciado que, para este sistema é possível a utilização da 
expressão do gene SERK como um marcador para o reconhecimento das células 
competentes.  

A influência das auxinas exógenas, em especial o 2,4-D (ácido 2,4-
diclorofenoxiacético), na indução da embriogênese somática está bem documentada (Dudits 
et al., 1995). Foi sugerido que o 2,4-D atua indiretamente através de um aumento nos níveis 
endógenos do AIA e alterando o metabolismo das auxinas. Fehér et al. (2003) propuseram 
que o 2,4-D, quando acima de uma determinada concentração, possui um duplo efeito nas 
culturas, como uma auxina (diretamente ou através do metabolismo endógeno) e como um 
agente de estresse. A ativação simultânea das respostas ao estresse e aos sinais 
auxina/ABA (ácido abscísico) podem ser um evento chave na adaptação celular, causando 
reprogramações genéticas, metabólicas e fisiológicas, que resultam na competência 
embriogênica das células somáticas. No sistema de agregados de O. catharinensis (Santa-
Catarina et al., 2004) ficou demonstrada a indução da expressão do gene SERK por 
auxinas, mais especificamente o 2,4-D. Assim, em culturas onde o 2,4-D foi adicionado ao 
meio de cultura, foram identificadas populações celulares competentes e não competentes 
para embriogênese , em um mesmo calo. Naquelas em que o regular de crescimento estava 
ausente populações de células competentes não foram observadas (Santa-Catarina et al., 
2004). A existência, em um mesmo calo, de populações celulares competentes e não 
competentes, parece ser um requisito para a aquisição da competência embriogênica. As 
células não competentes produziriam e secretariam moléculas para o meio de cultura, como 
as quitinases as arabinoglucanos, e proteínas, que seriam identificadas por outras células 
que alterariam o seu padrão e expressariam a sua competência em desenvolver-se em 
embriões (Hecht et al., 2001). Indutores não hormonais, incluindo altas concentrações de 
sacarose e estressores osmóticos, metal pesado e alta temperatura, também podem ser 
utilizados para promover a transição do estádio somático para o embriogênico (Fehér et al., 
2003). Neste sentido, a adição de sorbitol ao meio de cultura WPM, pode ter sido efetivo na 
aquisição da competência para a embriogênese somática em agregados celulares de O. 
catharinensis (Santa-Catarina et al., 2004).  

 Em diversas coníferas, os padrões protéicos vêm sendo utilizados como marcadores 
da competência das culturas embriogênicas, (Kormuták & Vooková, 1997). Em agregados 
celulares de O. catharinensis, mantidos em diferentes meios de cultura e com diferentes 
graus de competência para a embriogênese, constatado pela expressão do gene SERK 
(Santa-Catarina et al., 2004), foram identificadas proteínas diferencialmente expressas com 
maior expressão nos agregados celulares considerados competentes (Moraes et al., 2006; 
Moraes, 2006). Possivelmente estas proteínas sejam candidatas a marcadores moleculares 
da competência da embriogênese somática nesta espécie. 

 
DESENVOLVIMENTO DA EMBRIOGÊNESE 
 

Vários fatores interferem no processo de embriogênese quando do estabelecimento 
da estrutura bipolar, que contém o ápice caulinar e radicular, conhecida como eixo 
embrionário. Este processo é resultado de um complexo controle espacial e temporal, onde 
vários hormônios atuam na regulação da expressão de múltiplos genes. Estudos envolvendo 
a expressão gênica nesta fase inicial da embriogênese, têm sido realizados, utilizando-se 



 

 

mutantes de Arabidopsis (Willemsen & Scheres, 2004). Exemplos podem ser obtidos para 
os genes CLAVATA1 (CLV1), PLETHORA (PLT), WOX (WUSCHEL related homeobox) e PIN 
(Friml et al., 2003; Willemsen & Scheres, 2004; Haecker et al., 2004).  

 Diferentes pesquisas revelam que os hormônios vegetais apresentam variações 
estádio-específicos, podendo ser utilizados marcadores moleculares durante o processo de 
embriogênese. Dentre os vários hormônios vegetais, o AIA (ácido indol-3-acético) é um dos 
principais fatores relacionados com o estabelecimento do eixo ápice-base, e com a simetria 
bilateral do embrião (Kong et al., 1997; Friml et al., 2003). Durante a embriogênese zigótica 
em várias espécies de arbóreas, como A. angustifolia (Astarita et al., 2003a) e O. 
catharinensis (Santa-Catarina et al., 2006), conteúdos maiores de AIA foram observados 
nos estádios iniciais, seguido por um decréscimo contínuo até o final do desenvolvimento 
embrionário, quando da diferenciação dos cotilédones e desenvolvimento da semente. A 
interface e similaridades, nos processos de embriogênese zigótica e somática, em relação 
aos conteúdos de AIA, foram observadas em O. catharinensis, onde embriões somáticos 
também apresentaram maiores níveis de AIA nos estádios iniciais do desenvolvimento 
embrionário somático (Santa-Catarina et al., 2006). Esta variação nos teores de AIA é uma 
característica das sementes em desenvolvimento, cujos valores máximos ocorrem durante o 
crescimento, no início da embriogênese, seguida pela redução em sementes maduras 
(Bewley & Black, 1994). Em outras espécies, como Pinus taeda, um aumento crescente no 
conteúdo de AIA pode ocorrer do estádio globular ao cotiledonar, decrescendo no estádio 
maduro (Silveira et al., 2004a).  

Nas sementes de várias gimnospermas e angiospermas, os conteúdos endógenos 
de ABA seguem padrões de variação bem conhecidos. Assim, o conteúdo de ABA é baixo 
durante as fases iniciais da embriogênese, aumentando durante o crescimento do embrião, 
e decrescendo nas fases finais de desenvolvimento embrionário (Stasolla & Yeung, 2003). 
Este panorama foi observado durante o desenvolvimento de sementes de A. angustifolia 
(Silveira et al., 2007) e P. taeda (Silveira et al., 2004a). Entretanto, em sementes de O. 
catharinensis (Santa-Catarina et al., 2006), um decréscimo nos níveis de ABA no estádio 
maduro não foi observado sugerindo uma possível relação com recalcitrância e dormência. 
Nos embriões maduros e desidratados há indícios, em muitas espécies, do acúmulo de ABA 
impondo um estado de dormência, pelo menos por um curto período de tempo durante a 
maturação, sendo que a quebra desta dormência estaria relacionada com uma mudança nos 
níveis endógenos de ABA e de GAs (giberelinas) (Bewley & Black, 1994). A compreensão 
destes fatores, atuantes na embriogênese zigótica têm sido fundamentais para a otimização, 
em especial na manipulação dos meios de cultura, do processo de embriogênese somática 
em arbóreas. Maior ênfase tem sido dada para os reguladores de crescimento, como o ABA 
e o ajuste osmótico, durante a etapa de maturação. Observou-se que para coníferas que, 
um aumento na qualidade e quantidade de embriões somáticos, pode ser obtido ao 
adicionar-se ao meio de cultura ABA e PEG (polietilenoglicol) (Guerra et al., 2000). Em O. 
catharinensis, uma angiosperma, esta a combinação também se mostrou eficiente para a 
maturação dos embriões somáticos (Dias et al., 2007a). Simulando a desidratação 
observada na embriogênese zigótica, para a maturação dos embriões somáticos, pode-se 
recorrer à desidratação e reidratação, e como conseqüência alterações nos níveis de ABA e 
etileno destes embriões somáticos (Stasolla & Yeung, 2003).  

Como resposta à ação do ABA, e ao estresse osmótico, que ocorrem no embrião 
maduro, foram identificadas as proteínas tipo deidrinas e tipo LEA (Late Embryogenesis 
Abundant) (Campalans et al., 2000). Estas proteínas têm sido utilizadas como marcadores 
estádio-específicas do processo de embriogênese em diferentes sistemas. A utilização de 
proteínas, como marcadores para embriogênese somática e zigótica, têm sido descrita para 
várias espécies (Misra, 1995), tentando relacionar os estádios embriogênicos com 
alterações nos perfis protéicos. Estudos iniciais na área de análise proteômica foram 
realizados para os diferentes estádios da embriogênese de O. catharinensis e A. angustifolia 
(Dias et al., 2006; Dias et al., 2007b; Silveira et al., 2007; Moraes, 2006). Estudos 
proteômicos iniciais também estão sendo desenvolvidos durante a embriogênese somática 
nestas espécies. Em A. angustifolia, culturas embriogênicas submetidas à maturação com 



 

 

PEG, ABA e maltose apresentaram diferenças no padrão de proteínas diferencialmente 
expressas, onde o tratamento com PEG apresentou maior número de polipeptídeos e o ABA 
o menor, enquanto a maltose apresentou maior porcentagem de polipetídeos de alto peso 
molecular (Andrade et al., 2007). Nos embriões somáticos de O. catharinensis obteve-se a 
identificação de proteínas diferencialmente expressas, a germina e quitinase, as quais 
possuem papel importante nos processos de desenvolvimento vegetal (Moraes, 2006). A 
germina apresentou maior expressão nos estádios globular e cotiledonar, enquanto a 
quitinase foi nos estádios cotiledonar inicial e maduro (Moraes, 2006). Estes estudos 
proteômicos comparativos entre a embriogênese somática e zigótica além de fundamentais 
para o entendimento destes processos, são importantes para o monitoramento e otimização 
da embriogênese somática nestas espécies, podendo as proteínas serem utilizadas como 
marcadores moleculares dos diferentes estádios de desenvolvimento.  

As PAs, atualmente consideradas como reguladores de crescimento por diferentes 
pesquisadores, atuam em vários processos de desenvolvimento interferindo na biossíntese 
de macromoléculas, divisão e diferenciação celular, organogênese e embriogênese. Estas 
substâncias têm sido relacionadas com estresses ambientais, tais como deficiências 
minerais, estresse osmótico e salino (Kakkar et al., 2000). As principais PAs encontradas 
nas plantas superiores são a Put (putrescina), a Spd (espermidina) e a Spm (espermina), 
protonadas em pH fisiológico, podendo ocorrer na forma livre ou conjugada com ácidos 
fenólicos e moléculas de baixo peso molecular (Fehér et al., 2003). As PAs estão 
relacionadas com a regulação da embriogênese somática e zigótica (Kong et al., 1998), 
podendo ser utilizadas como marcadores bioquímicos durante esses processos (Shoeb et 
al., 2001; Bais & Havishankar, 2002; Astarita et al., 2003b; Silveira et al., 2004a,b; Santa-
Catarina et al., 2006; Steiner et al., 2007). Em Allium cepa, a adição de Put associada com a 
Spd promove a indução de embriões somáticos, enquanto que a presença, apenas de Spd 
estimula a maturação e a conversão de embriões em plantas (Martínez et al., 2000). Em 
Daucus carota a Spm estimula a formação de embriões somáticos (Takeda et al., 2002). 
Baixas concentrações de ABA e de Put, e níveis elevados de Spd foram associadas às altas 
taxas de conversões de embriões somáticos em Quercus petraea (Cvikrová et al., 1999). 
Shoeb et al. (2001), propuseram que não apenas o conteúdo de PAs mas também a relação 
Put/Spd, constituem importantes biomarcadores da capacidade regenerativa em plantas. 
Adicionalmente, a interação das PAs com diferentes reguladores de crescimento vem sendo 
estudada (Steiner et al., 2007). Segundo Andersen et al. (1998), o aumento nos níveis de 
PAs nos tecidos cultivados in vitro causaria a redução nas concentrações de etileno e a 
promoção da morfogênese. Em coníferas, estudos indicam que as PAs estão envolvidas no 
estabelecimento da competência dos tecidos em responder à indução da embriogênese 
somática (Silveira et al., 2004b, 2006). Na embriogênese zigótica, foi sugerido que a Put 
possui importância fundamental no início da embriogênese, quando a taxa de divisão celular 
é alta. Altos conteúdos de Spd e/ou Spm são essenciais do meio ao final do 
desenvolvimento do embrião, quando o crescimento é principalmente devido ao 
alongamento celular (Santa-Catarina et al., 2006; Astarita et al., 2003b).  

O óxido nítrico (NO) é um radical livre, gasoso e altamente difusível, que tem sido 
descrito como um mensageiro intra e intercelular, podendo participar de vários processos 
em plantas (Neill et al., 2003). Nos vegetais, estudos apontam o NO como uma molécula 
sinalizadora nos mecanismos de defesa, nas respostas ao estresse abiótico, e na regulação 
do crescimento, diferenciação e desenvolvimento vegetal como a germinação, senescência, 
expansão celular e morte celular programada (Durner & Klessig, 1999; Santa-Catarina et al., 
2007). Recentemente, foi demonstrado que o NO pode estimular a ativação da divisão 
celular e a formação de células embriogênicas em células de protoplastos de alfafa, na 
presença de auxina (Ötvos et al., 2005). 

Em células animais foi demonstrada a interação em PAs e o NO (Hillary & Pegg, 
2003), visto que a Arg é um precursor comum para ambas substâncias. Trabalhos recentes 
mostraram que as PAs, especialmente a Spm, estão relacionadas com a biossíntese de NO 
em plântulas de Arabidopsis (Tun & Santa-Catarina et al., 2006), culturas celulares de 
tabaco, embriões somáticos de O. catharinensis (Santa-Catarina et al., 2007) e culturas 



 

 

embriogênicas de A. angustifolia (Silveira et al., 2006). Nestas últimas, verificou-se que as 
PAs Spd e Spm reduzem o crescimento celular, promovem a evolução morfológica das 
culturas embriogênicas concomitantemente a redução na síntese de NO. Por outro lado, a 
Put não reduz o crescimento, não promove a evolução morfológica e aumenta a síntese de 
NO nestas culturas embriogênicas (Silveira et al., 2006). Estes resultados sugerem uma 
possível correlação entre a produção de NO, induzida ou não pelas PAs, e o processo de 
embriogênese. A Put e o NO estariam relacionados com a divisão celular, enquanto a Spd e 
Spm estariam envolvidas na via de diferenciação com a progressão da evolução 
morfogenética das culturas embriogênicas. Trabalhos recentes comprovaram esta hipótese 
observando-se um aumento na divisão celular das células embriogênicas em A. angustifolia 
quando tratadas com doadores de NO (dados não publicados). Estudos realizados por 
Silveira et al. (2006) também evidenciaram que as células embriogênicas de A.angustifolia 
acumulam mais NO do que as células alongadas do suspensor, sugerindo que as células 
embriogênicas podem ter uma fisiologia distinta em relação à biossíntese de NO. Na 
embriogênese somática em O. catharinensis também foi verificado o efeito das PAs no 
crescimento, evolução morfogenética e nos níveis endógenos de NO (Santa-Catarina et al., 
2007). Embriões somáticos desta espécie apresentaram uma redução no crescimento, 
maior evolução morfogenética e maiores níveis NO quando cultivados em meio contendo 
Spd e Spm, enquanto a Put apresentou resultados contrários. Os resultados obtidos para 
estas espécies sugerem que o NO pode ser utilizado como um marcador molecular em 
diferentes fases do desenvolvimento da embriogênese somática, permitindo realizar estudos 
básicos no controle da morfogênese in vitro. 

A utilização de marcadores bioquímicos como as PAs e hormônios vegetais, em 
conjunto com marcadores e moleculares, como as proteínas, NO e expressão de genes 
marcadores, podem representar uma importante estratégia para a otimização e controle dos 
processos morfogenéticos in vitro. Adicionalmente, o uso destes marcadores, podem ser 
cruciais para estudos básicos em biologia celular, bioquímica e fisiologia vegetal utilizando 
sistemas de cultura de tecidos de plantas. Esta estratégia pode ser importante para a 
viabilização da cultura de tecidos na propagação de genótipos superiores e conservação de 
germoplasma, assim como sua utilização como ferramenta complementar em programas de 
melhoramento genético, que utilizam técnicas biotecnológicas, como a transformação 
genética, para aumentar o ganho genético.  
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