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RESUMO 

 

Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) é uma arvore nativa da Floresta 

Atlântica, localizada no sul do Brasil, que se encontra atualmente na 

lista de espécies ameaçadas de extinção, devido à importância 

econômica da madeira, que é utilizada na fabricação de móveis e casas. 

Um sistema de embriogênese somática de alta frequência foi 

desenvolvido para esta espécie, a fim de solucionar o problema da 

produção esporádica de sementes, cuja viabilidade é reduzida 

drasticamente após poucos meses de armazenamento. Os objetivos deste 

trabalho foram caracterizar as culturas de células embriogênicas dos 

tipos friável, diferenciada 1 e diferenciada 2 e de embriões somáticos no 

estágio cotiledonar de Ocotea catharinensis quanto ao crescimento, 

perfil metabólico, metabólitos secundários, potencial de embriogênese 

secundária e histoquímica. A análise de dissimilação de carbono 

apresentou um padrão linear para as culturas de células embriogênicas 

do tipo diferenciada 2 crescidas em meio de cultura com sacarose, 

enquanto com glucose o padrão foi variável. A espectroscopia por FT-

IR deste tipo de cultura permitiu comparar o perfil metabólico primário 

e secundário dos extratos, evidenciando diferenças qualitativas em nível 

molecular. A análise de componentes principais (PCA) de varreduras 

UV-Vis, evidenciou grupos característicos em função das concentrações 

de compostos fenólicos. Estes resultados reforçaram os obtidos nas 

dosagens de carotenóides e compostos fenólicos. As culturas de células 

embriogênicas do tipo diferenciada 2 apresentaram as maiores 

concentrações de carotenóides, enquanto que os embriões somáticos, no 

estágio cotiledonar, apresentaram a maior concentração de compostos 

fenólicos. Culturas de células embriogênicas do tipo diferenciada 2, 

crescidas por 3 e 4 semanas apresentaram maior concentração de 

carotenóides mas as concentrações de compostos fenólicos se 

mantiveram constantes nas 6 semanas de cultivo. As culturas de células 

crescidas em meio de cultura WPM com 58,4 mM de sacarose e 

glutamina apresentaram a maior concentração de carotenóides, e 

juntamente com 116,8 mM de glucose e glutamina, a maior 

concentração de compostos fenólicos. Houve forte correlação entre a 

concentração de compostos fenólicos e atividade antioxidante ao longo 

das semanas de cultivo. A capacidade antioxidante dos diferentes tipos 

de culturas de células não apresentou correlação com a concentração de 

compostos fenólicos. Estruturas de culturas de células embriogênicas do 

tipo 2 desidratadas por uma semana apresentaram 98,35% de 
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embriogênese secundária e por duas semanas apresentaram 88,66%. A 

embriogênese secundária foi estimulada em meio de cultura WPM, com 

58,4 mM de sacarose e 116,8 mM de glucose, ambos com sorbitol e 

glutamina, apresentando as maiores porcentagens de embriogênese 

secundária (88,66% e 83,97%, respectivamente). A adição de frutose no 

meio de cultura inibiu a embriogênese secundária. O meio de cultura 

MS não apresentou resultados satisfatórios. Estruturas de culturas de 

células embriogênicas desidratadas por 2 semanas a 25ºC, seguido de 2 

semanas a 5ºC, apresentaram maior porcentagem de embriogênese 

secundária, quando comparadas com as desidratadas por 4 semanas a 

25ºC. A ausência de luz reduziu significativamente a embriogênese 

secundária. A avaliação do crescimento das culturas de células 

embriogênicas e a análise de metabólitos primários e secundários, 

através de espectroscopia de UV-vis e FT-IR, fornecem suporte para a 

otimização das culturas de células embriogênicas, identificação e 

seleção de diferentes tipos de culturas de células com potencial para a 

produção de compostos de interesse.  
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ABSTRACT  

Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) is a native tree from the Atlantic 

rainforest located  in southern Brazil, and it is currently on the list of 

species threatened with extinction due to its economic importance, its 

wood is used for furniture and houses. A high-frequency somatic 

embryogenesis system has been developed for this species in order to 

solve the problem of sporadic seed production, whose viability is 

drastically reduced over a few months of storage. The aims of this study 

was to characterize the different types of embryogenic cell cultures 

(friable, differentiated 1, differentiated 2) and  mature cotyledonary 

somatic embryos of Ocotea catharinensis concerning its in vitro growth, 

metabolic profile, secondary metabolites, secondary embryogenesis 

potential and hystochemistry. The FT-IR spectroscopy and UV-vis 

spectrophotomery allowed the comparison of the primary and secondary 

metabolism profiles, showing qualitatives differences at molecular level. 

The analysis of this kind of culture allowed compares the primary and 

secondary metabolic profile of extracts, showing qualitative 

differences at the molecular level. FT-IR spectroscopy and UV-Vis 

spectrophotometry, showed the profile of phenolic compounds and 

carotenoids and the antioxidant activity from these extracts. The effect 

of dehydration period, low temperature, presence and absence of light 

source, sugar alcohols and carbon sources on secondary somatic 

embryogenesis.The carbon dissimilation analysis showed a linear 

pattern to somatic embryos growth in the presence of sucrose, while 

with glucose, the pattern is variable. FTIR spectroscopy allowed the 

comparison between primary and secondary metabolic profile extracts, 

and showed qualitative differences at molecular level. The principal 

component analysis (PCA) of UV-Vis screen showed characteristic 

groups, which were grouped due to the concentrations of phenolic 

compounds. These results strengthened those obtained in the 

measurement of carotenoids and phenolic compounds. The embryogenic 

cell cultures type differentiated 2 had the highest concentrations of 

carotenoids, while somatic embryos at cotyledonary stage the highest 

concentration of phenolic compounds. Embriogenic  cell cultures type 

differentiated 2, with 3 and 4 weeks had higher carotenoid 

concentration, whilst, phenolic compounds concentrations  remained 

constant during the six weeks of culture. The cell cultures grown on 

WPM medium containing 58,4 mM of sucrose and glutamine had the 

highest concentration of carotenoids, and along with 116,8 mM glucose 

and glutamine had the highest concentration of phenolic compounds. 
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There was a strong correlation between the concentration of phenolic 

compounds and antioxidant activity over the culture periods.  The 

concentration of phenolic compounds was not correlated with the 

antioxidant capacity of the different types of embryogenic cell cultures. 

Dehydrated embryogenic structures produced by the cell cultures type 

differentiated 2 for one week showed 98.35% of secondary 

embryogenesis and two weeks showed 88,66%. WPM media 

supplemented with 58,4 mM of sucrose and 116,8 mM of glucose, both 

with sorbitol and glutamina, showed the highest percentage of 

secondary embryogenesis (88,66% and 83,97% respectively). The 

addition of fructose in the culture medium inhibited secondary 

embryogenesis. MS medium has not shown satisfactory results on 

secondary embryogenesis. Embryogenic structures dehydrated for 2 

weeks at 25°C, followed by 2 weeks at 5°C, showed the highest 

percentage of secondary embryogenesis when compared to those 

dehydrated for 4 weeks at 25°C.The absence of light significantly 

decreased secondary embryogenesis. The evaluation of growth of 

somatic embryos, primary and secondary metabolites analysis through 

the UV-vis and FT-IR spectroscopy, provide the backgroung for further 

studies on embryogenic cell cultures optimization, identification and 

selection of cultures with potential to produce compounds of economic 

interest. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

No Brasil encontra-se a maior diversidade vegetal do mundo, 

apresentando cerca de 55.000 espécies catalogadas, sendo este número 

pouco relacionado ao total estimado de 350.000 e 550.000 (Soerjato, 

1996). Onde cerca de 7% das espécies são endêmicas do nosso país. 

Grande parte dessas espécies encontra-se nas florestas ombrófilas 

densas, repesentadas pela Floresta Amazônica e Floresta Atlântica 

(Diniz & Ferreira, 2000).  

Tabarelli e Cavalcanti (2004) descreveram as florestas 

Amazônica e Atlântica como sendo mosaicos vegetacionais, que 

guardam entre si certas similaridade e grandes particularidades. A 

floresta Amazônica apresenta grande riqueza de árvores, principalmente 

famílias que possuem nas florestas neotropicais de terras baixas, seus 

centros principais de diversidade, como Leguminosae, 

Chrysobalanaceae, Moraceae, Sapotaceae e Euphorbiaceae (Gentry, 

1882; Gentry, 1990). Em contraste com a floresta Amazônica, a floresta 

Atlântica apresenta riqueza elevada de pequenas árvores e arbustos 

pertencentes às Myrtaceae, Rubiaceae, Melastomataceae e Myrsinaceae 

(Mori et al., 1983; Tabarelli & Mantovani, 1999), famílias com maior 

riqueza de espécies nas florestas neotropicais montanas (Gentry, 1982, 

1988, 1990). Embora constituam dois corpos vegetacionais 

geograficamente separados, evidências sugerem o intercâmbio de 

espécies lenhosas entre as florestas Amazônica e Atlântica no decorrer 

do tempo geológico (Prance, 1979, 1982). 

A Mata Atlântica é conhecida por ser o bioma mais rico do 

planeta, apresentando um conjunto de ecossistemas interligados, numa 

variedade de formações que compreendem diferentes tipos de florestas, 

manguezais, restingas, brejos interioranos, campos de altitude e ilhas 

costeiras, abrigando também ecossistemas aquáticos, sendo que 95% de 

sua extensão está em território brasileiro e o restante na Argentina e 

Paraguai (Conservation International et al., 2000). Sua área original 

cobria 17 estados brasileiros, do Piauí ao Rio Grande do Sul, cerca de 

1.315.000 Km. A Mata Atlântica abriga tanto comunidades tradicionais, 
como algumas das maiores cidades, como São Paulo, Rio de Janeiro, 

Recife, Curitiba e Florianópolis, sendo que, cerca de 60% da população 

brasileira vivem e dependem dos recursos naturais deste bioma. Neste 

contexto, o impacto da exploração humana é responsável pela 
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devastação de 93% da cobertura florestal original da Mata Atlântica 

(SOS Mata Atlântica, 2010).  

A canela preta (Ocotea catharinensis Mez.) é uma espécie 

nativa da Floresta Atlântica que vem sofrendo com a fragmentação das 

florestas. Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2008) esta espécie 

consta na lista oficial das espécies da flora brasileira ameaçadas de 

extinção. A importância econômica desta espécie está relacionada com a 

produção de madeira (serrada e roliça), produção de óleos essenciais e 

de lignanas e neolignanas, que são compostos biologicamente ativos 

com efeito citotóxico em células tumorais (Lordello, 1996). A 

necessidade de desenvolvimento de métodos não convencionais para a 

propagação e conservação desta espécie é decorrente do fato das 

sementes serem produzidas esporadicamente e possuírem viabilidade 

reduzida (três meses). Além disso, apesar das sementes não apresentam 

dormência e a emergência inicia-se entre 30 e 120 dias após a 

semeadura, obtendo-se uma taxa de germinação baixa, que varia entre 

40% e 70% (Carvalho, 1994; Lorenzi, 1998).  

Um dos aspectos mais críticos na produção de plantas 

medicinais, principalmente de árvores, para a utilização terapêutica é, 

sem dúvida, a quantidade e a qualidade da matéria-prima vegetal. Em 

muitos casos há a ausência de estudos fitoquímicos e farmacológicos 

aprofundados, devido à dificuldade de obtenção de material vegetal, 

devido à raridade e baixa frequência de ocorrência da espécie nas 

florestas, localização de difícil acesso e ocorrência em ecossistemas 

ameaçados de extinção (Viana et al., 1999). Além disso, vários fatores 

climáticos afetam diretamente a qualidade, a eficácia e a segurança do 

produto final. Para evitar tais problemas, e, sobretudo, evitar o 

extrativismo descontrolado, as indústrias vêm atuando no sentido de 

aumentar a quantidade e melhorar a qualidade dessa matéria-prima, 

através do cultivo de plantas medicinais, em larga escala, em diferentes 

modelos de produção. Além de poder eliminar variações oriundas de 

fatores como o clima, nutrientes e luminosidade, a produção em larga 

escala de plantas permite selecionar espécies com maior concentração 

de metabólitos de interesse, controlar pragas, ou ainda o que é 

fundamental, evitar a contaminação por metais pesados, inseticidas e 

outros fatores que podem influenciar a eficácia e segurança clínica dos 
medicamentos fitoterápicos (Siani, 2003).  Neste contexto a 

biotecnologia vegetal também pode oferecer ferramentas, não apenas 

para o desenvolvimento de métodos eficientes para a propagação e 

conservação de germoplasma das espécies de árvores de importância 
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medicinal, como a Ocotea catharinensis, como também para viabilizar a 

produção dos metabólitos secundários de interesse, através do cultivo in 
vitro de células, tecidos e órgãos.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1. DESCRIÇÃO BOTÂNICA DA ESPÉCIE  

 

As Lauraceas se destacam das outras famílias por possuir várias 

espécies de grande valor econômico, como o abacate (Persea americana 
Mill.), canela-sassafrás (Sassafras officinallis e Ocotea odorifera), louro 

(Laurus nobilis L.), canforeira (Cinnamomum camphora (L.) Nees & 

Eberm), canela-de-cheiro ou canela-do-ceilão (Cinnamomum 

zeylanicum Blume).  As Lauraceas estão distribuídas nas regiões 

tropicais e subtropicais, sendo bem representadas na América, Ásia 

tropical, Austrália e Madagascar e sendo pouco expressiva na África. 

Esta família apresenta cerca de 2500 espécies que estão agrupadas em 

50 gêneros (Rohwer, 1993), sendo que no Brasil ocorrem 22 gêneros, 

localizados principalmente na Floresta Ombrófila Densa e também nas 

restingas e cerrado (Barroso, 2002). 

Dentre os muitos gêneros desta família, o gênero Ocotea Aubl. 

devido ao grande número de espécies utilizados para diferentes fins, 

compreende 350 espécies distribuídas na América tropical e subtropical, 

do México à Argentina, também ocorrendo em Madagascar, África e 

Ilhas Canárias (Rohwer, 1993), sendo considerado o maior gênero da 

família Lauraceae. Estima-se que no Brasil ocorram de 120 a 160 

espécies (Baitello, 2001), sendo constituído por árvores e arbustos, que 

podem ser monóicos, diócos ou ginodióicos. Apresenta folhas alternas, 

raramente subopostas ou verticiladas, sem papilas na epiderme abaxial e 

inflorescência em panícula, tirso, tirsóide ou botrióide. As flores podem 

ser uni ou bissexuais, com hipanto achatado ou tubular, não 

comprimidos sob as tépalas, que são 6 iguais, sendo raramente 

desiguais. Os frutos são baciformes, sobre ou parcialmente envolvidos 

pela cúpula, em geral com margens simples e tépalas simples (Quinet, 

2005). 

Ocotea catharinensis, popularmente conhecida como “canela-

preta”, “canela-broto” ou “canela-bicho”, é perenifólia, com altura 

variável de 25 - 30 m e um DAP (diâmetro a altura do peito) entre 60 - 

80 cm, podendo atingir, excepcionalmente, 45 m e um DAP de 150 cm 

(Figura 1). Possui o tronco geralmente tortuoso, com quinas ou 
reentrâncias; copa grande, espalhada e bastante densa; folhas 

lanceoladas, coriáceas, com domáceas em forma de escavações nas 

axilas das nervuras inferiores e de pecíolo curto; flores hermafroditas, 

pequenas e reunidas em racemos; fruto em forma de baga elipsóide, com 
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25 mm de comprimento por 15 mm de largura (Carvalho, 1994; Rizzini 

& Mors, 1976). 

 
Figura 1: Árvore de Ocotea catharinensis em ambiente natural, no município 

de Petrolândia, Santa Catarina. A ) árvore ao centro da imagem. B) detalhe do 

tronco e copa. (Fonte: Acervo pessoal de Robson Carlos Avi) 

   

 
 

No Estado de Santa Catarina, Ocotea catharinensis floresce de 

julho a março, seu período de frutificação ocorre nos meses de 
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novembro a dezembro, e a dispersão de suas sementes acontece de 

maneira zoocórica, por mamíferos e aves (Carvalho, 1994). A canela-

preta é uma árvore que produz sementes esporadicamente, sendo que as 

mesmas não podem ser armazenadas por mais de três meses em 

condições convencionais, perdendo a viabilidade rapidamente, sendo 

por isso considerada recalcitrante (Moura-Costa et al., 1993). 

Comparativamente, espécies arbóreas tropicais, frequentemente, 

apresentam menor densidade populacional que as espécies arbóreas de 

regiões temperadas, além de dependerem em maior extensão de animais 

para o processo de polinização. Este fato interfere diretamente na 

extensão da região ocupada e a magnitude do fluxo de genes, que será 

dependente do comportamento específico e da distância percorrida pelo 

polinizador. Consequentemente, em florestas tropicais, a população e a 

extensão da região ocupada não são facilmente delimitadas (Gibson & 

Wheelwright, 1996). 

Segundo Reitz e colaboradores (1978) a canela-preta foi a 

árvore mais comum e característica da Floresta Ombrófila Densa 

(FOD), sendo que em Santa Catarina chegou a representar 1/3 do 

volume de todas as árvores existentes. No entanto, foi intensamente 

explorada a partir da década de 40 devido a sua importância econômica 

para a indústria madeireira, sendo muito utilizada em marcenaria, para 

uso interior e exterior, como produção de móveis, tacos, assoalhos, 

laminações, compensados e moirões, e uso na construção naval 

(Carvalho, 1994).  Além do amplo extrativismo, devido ao seu interesse 

econômico, a expansão das fronteiras agrícolas levou à redução drástica 

no número de indivíduos e populações (Tarazi, 2006), estando, hoje, 

ameaçada de extinção.  

 

2.1.1. Importância econômica das Lauraceas 

 

As Lauraceas destacam-se entre as demais famílias devido o seu 

potencial econômico, algumas espécies são utilizadas pela indústria para 

a fabricação de diversos produtos, porém, a maioria das espécies tem 

seu uso restrito às comunidades tradicionais, que detêm o conhecimento 

empírico da utilização destas plantas (Marques, 2001).  

Muitas espécies são utilizadas na culinária, principalmente nos países de 
clima tropical, como o abacate procedente da América Central, que pode 

ter sua polpa utilizada em preparações de receitas, tanto doce, como 

salgadas, ou ainda podendo ser consumida fresca e pura. Algumas 

espécies de Lauraceas são amplamente utilizadas na culinária como 
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tempero, como as “canelas” (Cinnamomum zeylanicum Breyne e C. 

cássia (Nees) ex Blume) que são espécies arbóreas das quais se extrai a 

casca e o louro (Côrrea, 1984). 

Entre as espécies do gênero Ocotea muitas possuem 

importância econômica, como O. puberula Ness., que possui um odor 

bastante característico, semelhante ao do anis, e que se destaca por 

possuir características próprias para caixotaria, e utilizada também na 

fabricação de papel. A espécie O. diospiryfolia Mez., encontrada no sul 

e sudeste do Brasil é utilizada na fabricação de postes e tábuas de 

assoalho e sua a casca contém tanino. (Barros et al., 1997) 

 

2.1.2. Importância medicinal das Lauraceas 
 

Marques (2001) afirma que, na medicina popular as Lauraceas 

possuem uso diversificado, desempenhando diferentes funções no 

tratamento de diversas doenças. Sendo que o gênero Ocotea apresenta o 

maior número de espécies com uso medicinal. Algumas espécies são 

citadas em estudos etnobotânicos, como por exemplo, O. aciphylla 

(Ness.) Mez. que é utillizada como tônico e estomáquico, quando 

utilizada em infusões com as folhas, enquanto a casca é utilizada como 

anti-reumático e depurativo. Além disso, em estudos etnobotânicos 

realizados por Emmerich e Senna (1985) com índios do Xingu, foi 

observado que as folhas desta espécie é utilizada para enrolar o cigarro 

do utilizado pelo Pajé em rituais de cura, sendo que esta folha, quando 

queimada pode ter efeito narcótico.  

Marques (2001) ainda cita outras espécies de Ocotea que 

possuem potencial medicinal, como O. spectabilis (Meissn.) Mez. que é 

considerada um tônico, devido a característica adstringente presente 

tanto na sua casca como na raiz. Já as folhas e casca de O. pulchella 

Mart. são utilizadas para a facilitação da digestão, também como 

emenagogas e tônicas do útero.  O óleo essencial obtido da casca do 

caule e da raiz de O. indecora Schott. é utilizada como sudorífica, contra 

sífilis e anti-reumática.  

Além deste gênero, outras espécies de Lauracea possuem 

grande potencial medicinal comprovado, como é o caso de Laurus 

nobilis (louro), que apresenta atividade anti-espasmódica e é utilizado 
como estimulante nas afecções gástricas e reumáticas. É amplamente 

utilizado na medicina popular como sudorífico e contra flatulências, 

para uso externo em feridas e úlceras. O óleo essencial contém 

laurostearina, geraniol, linalol, cineol, terpineno, engenol e pineno, além 
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de ácidos orgânicos, ácidos graxos e tanino. Apesar de ser utilizado na 

prática veterinária como “unguento de louro”, foi observado 

teratogênese e aumento da possibilidade de aborto em ratos (Côrrea et 

al., 1998).  

Outra espécie que merece destaque é a Aniba riparia cujo 

extrato obtido dos frutos e do cálice possui atividade antibiótica 

comprovada contra Candida albicans, Bacilos cereus, Klebsiela 
pneumonia, Staphylococcus aureus (Barbosa et al., 1988), além disso, 

segundo Goulart e colaboradores (1975) o extrato da casca desta espécie 

e das espécies A. canellita, A. hastamanniana é capaz de bloquear o 

desenvolvimento do ancilostomídeo humano. Schlemper e 

colaboradores (1998) comprovaram a atividade antimicrobiana do 

extrato da espécie da flora catarinense Persea cordata (Vell.), o extrato 

obtido com acetato de etila possui atividade contra as bactérias 

Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. 
 

2.2. ESTUDOS SOBRE A EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM OCOTEA 

CATHARINENSIS 

 

Embriogênese somática, também chamada de adventícia ou 

assexual, é o processo pelo qual células haplóides ou somáticas se 

desenvolvem através de estádios embriogênicos dando origem a uma 

planta, sem que haja a fusão de gametas como ocorre na embriogênese 

zigótica (Williams & Maheswaran, 1986). Segundo Zimmerman (1993), 

as principais diferenças entre os embriões somáticos e zigóticos 

relacionam-se com o fato de que embriões somáticos se desenvolvem 

livres de correlações físicas, fisiológicas e genéticas que ocorrem 

durante o desenvolvimento em embriões zigóticos, podendo assim 

apresentar desenvolvimento anormal. 

Nos estudos de embriogênese zigótica de uma espécie modelo, 

a Arabidopsis thaliana, as fases da embriogênese se dividem em: 

globular (embrião de oito células), cordiforme (primórdio do 

cotilédone), torpedo (alongamento celular e desenvolvimento dos 

cotilédones) e o estágio de maturação (perda de água e quiescência 

metabólica), podendo ser subdividido em até 20 estágios (Jurgens & 

Mayers, 1992). A diferenciação dos meristemas já pode ser observada a 
partir do estágio cordiforme, onde a região apical originará o meristema 

apical e os cotilédones, a região central dará origem ao hipocótilo e a 

região basal originará a raiz.  
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Na embriogênese somática in vitro ou induzida, células 

haplóides ou diplóides (somáticas) em diferentes estágios de 

diferenciação podem ser reprogramadas, adquirindo novas competências 

morfogenéticas. Para isso, elas devem ser adequadamente induzidas por 

estímulos ambientais ou químicos, apresentando estágios do 

desenvolvimento embrionário similares à embriogênese zigótica (Guerra 

et al., 1999) (Figura 2). 

 
Figura 2: Estágios do desenvolvimento do embrião na embriogênese somática e 

zigótica (adaptado de Zimmerman, 1993). 

 
 

Neste contexto, a embriogênese somática in vitro é um método 

importante para propagação em massa clonal de genótipos superiores 

(Guerra et al., 1999).  Além disso, é uma técnica de grande 

aplicabilidade para os estudos básicos relacionados com a fisiologia, 

genética e bioquímica do desenvolvimento embrionário (Yeung, 1995). 

Atualmente este sistema vem sendo utilizado para a obtenção de plantas 

transgênicas (Prakash & Varadarajan, 1992; Gama, 1993) e sementes 

sintéticas (Schultheis et al., 1990). Sistemas de embriogênese somática 

também podem ser utilizados para a produção de metabólitos de 

interesse, uma vez que a produção destes pode estar relacionada com 

determinados processos de diferenciação morfológica e fisiológica que 
ocorrem durante a embriogênese. 

Viana (1989) e Moura-Costa et al. (1993) desenvolveram um 

sistema de embriogênese somática repetitiva de alta frequência para a 

espécie Ocotea catharinensis, visando a produção de embriões e plantas 

em larga escala. Este sistema foi induzido a partir de embriões zigóticos 
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e foi observado que em meio de cultura semi-sólido estes embriões 

apresentam quatro fases: agregados celulares, globular, cotiledonar 

inicial e cotiledonar avançado, sendo que após passarem por um estágio 

de desidratação, podem maturar e germinar, porém, produzindo plantas 

em baixa frequência.  

Segundo Viana e Mantell (1999), as culturas de agregados 

celulares podem ser multiplicadas continuamente em meio de cultura 

MS (Murashige e Skoog, 1962) semi-sólido, suplementado com 20g.L
-1

 

de sacarose, 80 mg.L
-1

 de ácido 2,4-diclorofenoxiacético e 3 g.L
-1

 de 

carvão ativado. Já as culturas de células que apresentam a fase globular 

e cotiledonar inicial e avançados podem ser multiplicadas 

continuamente, através do processo de embriogênese repetitiva, em 

meio de cultura específico para espécies lenhosas WPM (Lloyd e 

McCown, 1981) semi-sólido, suplementado com 22 g.L
-1

 de sorbitol, 20 

g.L
-1

 de sacarose e 400 mg.L
-1

 de glutamina, na ausência de reguladores 

de crescimento.  

Vários aspectos deste sistema de embriogênese somática foram 

estudados, tais como o crescimento das culturas de células e a 

caracterização morfológica, citoquímica e bioquímica dos embriões 

somáticos em diferentes fases de desenvolvimento (Santa-Catarina, 

2001; Santa-Catarina et al., 2003); o estabelecimento e manutenção de 

suspensões celulares a partir de culturas embriogênicas na fase de 

agregados celulares (Moser, et al., 2004); os fatores que promovem a 

embriogênese repetitiva no estágio cotiledonar inicial (Santa-Catarina et 

al., 2004); a análise da competência embriogênica através da expressão 

do gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) em 

agregados celulares mantidos em diferentes meios de cultura e na 

presença ou ausência do 2,4-D (Santa-Catarina et al., 2004) e a 

estabilidade genética das culturas nas fases de agregados celulares e de 

embriões somáticos diferenciados. De acordo com Viana e Mantell 

(1999), estudos preliminares sobre a germinação indicaram que taxas de 

germinação de 30 a 40% podem ser obtidas após moderada desidratação 

dos embriões somáticos, por 4-6 dias em placas de Petri, o que provoca 

uma redução ao redor de 25% do peso da matéria fresca dos embriões. 

Além disso, outras pesquisas foram desenvolvidas com este sistema de 

embriogênese somática, que indicaram a presença de lignanas, 
neolignanas específicas e sesquiterpenos, de acordo com o estágio de 

desenvolvimento dos embriões somáticos (Lordello, 1996; Funasaki et 
al., 2009).  
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Funasaki e colaboradores (2009) em estudos fitoquímicos 

isolou cinco neolignanas e um flavonóide glicosilado do extrato das 

folhas de O. catharinensis, e quatro neolignanas, dois sesquiterpenos e 

um fenilpropanóide do extrato dos embriões somáticos, que ainda não 

haviam sido isolados nesta espécie. Além disso, atividade antioxidante e 

atividade antifúngica contra Cladosporium cladosporioide e C. 

sphaerospermum foram evidenciados neste estudo. Segundo o mesmo 

autor, as culturas embriogênicas foram de as que apresentaram maior 

sucesso na elucidação de parte da via biossintética de neolignanas em O. 

catharinensis, quando comparados com suspensões celulares e frações 

enzimáticas. O que indica que o sistema de embriogênese somática 

desenvolvido para Ocotea catharinensis apresenta potencial para 

exploração biotecnológica e para estudos mais avançados sobre a 

biossíntese dos compostos detectados.  

 

2.3. METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

Segundo Taiz & Zeiger (2004), no ambiente natural, os vegetais 

estão cercados de situações adversas. Por sua natureza as plantas não 

podem se locomover, desta forma deve dispor de outras formas de 

proteção. Os metabólitos secundários em geral não apresentam ação 

direta sobre o metabolismo primário da planta, mas possuem funções 

ecológicas importantes, protegendo o vegetal contra a herbivoria e 

infecções por microrganismos patogênicos, e também na atração de para 

animais polinizadores e dispersores.   

Há um grande interesse no isolamento de compostos derivados 

do metabolismo secundário, que por serem produtos da interação entre 

organismos, frequentemente apresentam atividade biológica 

comprovada frente a várias patologias humanas (Rhodes, 1994). Duas 

classes de metabólitos foram investigadas no presente trabalho: 

carotenóides (subclasse dos terpenos) e compostos fenólicos, ambos 

amplamente estudados por seu conhecido potencial antioxidante. 

 

2.3.1. Carotenóides 

 

Os carotenóides são pigmentos naturais responsáveis pela 
coloração amarela, alaranjada e vermelha de muitos vegetais. Nas 

plantas, participam da fotossíntese, atuando como pigmento acessório e 

protegem contra a fotoxidação dos tecidos fotossintéticos (Taiz & 

Zeiger, 2004). Cerca de 750 estruturas químicas já foram descritas a 
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partir de fontes naturais (Britton, et al., 2004). Também são amplamente 

estudados por sua conhecida atividade pró-vitamina A. Os carotenóides 

são caracterizados estruturalmente por uma longa cadeia de duplas 

ligações conjugadas, formado por oito unidades de isopreno (C5H8), 

contendo assim 40 átomos de carbono, formando um esqueleto 

tetraterpênico, tornando-os altamente reativos (Cardozo et al., 2007; 

Britton, 1995; Feltl et al., 2005).    

Os carotenóides são produzidos a partir do metabolismo da 

glucose. A biossíntese dos terpenos se dá através de duas rotas 

diferentes, a rota do ácido mevalônico, também conhecida como a rota 

do mevalonato, que ocorre no citosol. A rota do mevalonato é 

responsável pela formação de sesquiterpenos (C15) e triterpenos (C30), 

tendo como precursores acetil CoA e piruvato. A outra rota biossintética 

é a rota do metileritriol fosfato (MEP), o qual origina os monoterpenos 

(C10), diterpenos (C20) e tetraterpenos (C40), ocorrendo nos cloroplastos 

e outros plastídeos. A rota do MEP tem como precursores o 

gliceraldeído-3-fosfato e dois átomos de carbono derivados do piruvato. 

Ambas as rotas produzem o isopentenil difosfato (IPP) com cinco 

carbonos (Taiz & Zeiger, 2004; Aharoni et al.,2006; Croteau et al., 

2000; Verpoorte, 2000).  

O IPP é convertido em seu isômero difosfato de dimetilalila 

(DMAPP), que serve como substrato para a formação do difosfato 

geranilgeranila (GGPP), composto com 20 carbonos. O GGPP é o 

precursor do primeiro carotenóide, o pirofosfato de fitoeno. A 

biossíntese continua com a formação do licoperseno, que por seguidas 

dessaturações trans sucessivas dá origem ao licopeno, que será substrato 

para as reações de ciclização. As reações de ciclização podem ocorrer 

em uma ou nas duas extreminadades da cadeia (Figura 3), e darão 

origem ao α e β-caroteno, seguida de reações de oxidação que darão 

origem as xantofilas (Mann, 1994).  
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Figura 3: A: Ciclização do licopeno a α e β- caroteno (adaptado de Mann, 

1996). B: Formação das xantofilas, zeaxantina, anteraxantina, violaxantina e 

luteína a partir do α e β-caroteno (adaptado de Römer et al. 2002). 
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Os carotenóides são amplamente estudados, dado à importância 

para a saúde humana devido ao seu potencial antioxidante. O seu 

consumo pode estar relacionado à redução do risco de doenças crônicas 

degenerativas, como o câncer, doenças cardiovasculares e atua na 

proteção da retina aos raios UV (Su et al., 2001). Devido ao número de 

duplas ligações conjugadas e a polaridade das moléculas, são capazes de 

desativar o oxigênio singlete e sequestrar os radicais livres, inibindo o 

processo oxidativo (Feltl et al., 2005).  

 

2.3.2. Compostos Fenólicos  

 

Os compostos fenólicos são biossintetizados por meio de 

diferentes rotas, sendo elas a rota do ácido chiquímico e a rota do ácido 

malônico. A primeira via responde pela maioria dos fenóis encontrados 

em vegetais. Já a rota do ácido malônico é menos significativa para as 

plantas superiores, estando presentes também em fungos e bactérias 

(Taiz & Zeiger, 2004). Os compostos fenólicos, portanto, constituem um 

grupo quimicamente heterogêneo, com aproximadamente 10.000 

compostos.  

A rota do ácido chiquímico converte precursores derivados da 

glucose e da via das pentoses fosfato em aminoácidos aromáticos 

(Herrman & Weaver, 1999).  Segundo Shahidi & Naczk (2006), os 

compostos fenólicos podem ser divididos em seis subclasses baseado na 

sua estrutura química: ácidos fenólicos (C6-C1), flavonóides (C6-C3-C1), 

estilbenos (C6-C2-C6), lignanas (C6-C3)2, tâninos (C6-C3-C6)n e 

cumarinas (C6-C3). Os flavonóides representam a maior classe de 

compostos fenólicos, podendo ser divididos em outras subclasses de 

acordo com as variações que ocorrem no seu anel heterocíclico (Rossi & 

Kasum 2002, Tapiero et al. 2002). 

Nas plantas superiores, a maioria dos compostos fenólicos é 

derivada, pelo menos em parte, da fenilalanina, proveniente da rota do 

ácido chiquímico (Taiz e Zeiger, 2004). A fenilalanina, pela ação da 

enzima fenilalanina amonioliase (PAL), origina o ácido cinâmico; o 

ácido cinâmico é hidroxilado a ácido p-cumarico, que é convertido a p-

cumaroil-CoA, que é utilizado como substrato para a síntese das classes 
de compostos fenólicos (Figura 4). O p-cumaroil-CoA, pode, também, 

ser sintetizado a partir da via do acetil-CoA/malonil-CoA (Vermerris & 

Nicholson 2008).  
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Figura 4: Formação de p-cumaroil-CoA, utilizado como substrato para os 

compostos fenólicos, a partir da fenilalanina (rota do ácido chiquímico) e da via 

do acetil-CoA/malonil-CoA, (adaptado de Vermerris & Nicholson 2008).  

 
 

 

Devido a sua diversidade química, os compostos fenólicos 

apresentam uma ampla variedade de funções nos vegetais. Muitos agem 

como compostos de defesa contra herbívoros e patógenos, outros tem 

função de suporte mecânico, podem agir como atrativo de polinizadores 

e dispersores, e ainda atuando na proteção contra a radiação ultravioleta 

(Taiz & Zeiger, 2004). Além disso, os compostos fenólicos são 

responsáveis pela inibição de germinação de sementes e estabelecimento 

de plantas em comunidades vegetais, reduzindo assim o crescimento das 

plantas adjacentes (Carmo et al., 2007) 

Com relação à atividade biológica dos compostos fenólicos 

podemos destacar a atividade antitumoral (Rao et al., 1993), anti-

inflamatória (Maggi-Capeyron et al., 2001) e antiviral (King et al., 

1999). Além disso, polifenóis como os flavonóides e os precursores das 

ligninas são potentes anti-oxidantes, agindo como anti-mutagênicos e 

anti-cancerigenos (Middleton & Kandaswami, 1994; Rice-Evans et al., 

1997; Sugihara et al., 1999). 

A presença de compostos fenólicos em culturas de células 

embriogênicas de Ocotea catharinensis foi observada anteriormente por 

Santa-Catarina (2001), que relatou o aumento dos compostos fenólicos 
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ao longo das semanas de cultivo, cuja liberação para o meio de cultura 

causou o escurecimento do mesmo, e consequentemente a oxidação das 

culturas.  

Carmo e colaboradores (2007) relacionaram a presença de 

compostos fenólicos e terpenos em Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer 

com a inibição de germinação de sementes e o estabelecimento de 

plantas em condições naturais, onde, indivíduos dessa espécie podem 

eliminar a possibilidade de estabelecimento de novos indivíduos ao seu 

redor, inclusive da mesma espécie. 

 

2.4. ABORDAGENS BIOTECNOLÓGICAS PARA A PRODUÇÃO DE 

METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

A obtenção de biomassa celular para a produção de metabólitos 

in vitro vem sendo amplamente utilizada pela indústria farmacêutica, 

uma vez que a produção in vivo pelas plantas, principalmente por 

árvores, enfrenta limitações oriundas de variações das condições do 

ambiente, da baixa concentração de alguns produtos de interesse, e das 

dificuldades de cultivo de algumas espécies vegetais. A produção de 

compostos de interesse para saúde humana pode ser realizada através da 

produção de órgãos, como raízes e tubérculos, embriogênese somática 

ou da indução e produção de massa celular em condições controladas, 

em meio de cultura semi-sólido ou por meio de biorreatores 

(Grattapaglia & Machado, 1998). 

Inicialmente as culturas podem ser mantidas em fase de 

multiplicação celular, para a máxima produção de células, visando a 

biossíntese dos compostos de interesse. Num segundo momento, pode-

se estudar o uso de elicitores bióticos e abióticos, nos biorreatores, 

visando aperfeiçoar a produção dos metabólitos secundários. 

Posteriormente, estes compostos poderão ser extraídos das células 

vegetais e/ou do meio de cultura e quantificados com o intuito de avaliar 

o potencial e a viabilidade econômica do processo de produção.  

A produção de biomassa vegetal pode se dar a partir de diversos 

tipos de explantes (gema lateral, folha e raiz). A indução e multiplicação 

das células podem ser otimizadas em meios de cultura de composição 

específica, com o uso de tipos e concentrações de reguladores de 
crescimento e de fontes de carbono, assim como, através da ativação in 

vitro das rotas de biossíntese dos compostos de interesse (Torres et al., 
1998).  
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Todo tecido vegetal que possui células vivas e nucleadas é 

totipotente e, por assim dizer, pode vir a desenvolver crescimento e/ou 

diferenciação celular induzida pelo meio de cultura. Após uma 

sinalização correta no tecido do explante, as células entram em processo 

de mitose (Aitchison et al., 1977). As regiões mitóticas se estabelecem 

primeiramente na periferia do explante isolado e, de forma gradativa, 

em pontos internos do tecido. Camadas de crescimento e regiões de 

crescimento ativo, na forma de cunhas, passam a se formar. Dependendo 

do balanço de reguladores de crescimento utilizado no meio de cultura, 

diversos tipos celulares do explante poderão se desdiferenciar, 

caracterizando assim um novo sistema que passa a ser chamado de calo 

(Termignoni, 2005).  

Para Grattapaglia & Machado (1998), as principais vantagens 

da produção de metabólitos in vitro são a independência dos fatores 

ambientais, o aumento do controle da produção, o uso de linhagens que 

garantam uma qualidade consistente do produto, a simplificação dos 

métodos de processamento e recuperação do produto alvo, o 

aproveitamento de novas rotas de síntese, a partir de linhagens mutantes, 

a utilização de elicitores no direcionamento da produção e o 

aproveitamento das biotransformações, que ocorrem durante o cultivo 

de células vegetais in vitro, entre outras. 

Dois sistemas de cultura de tecidos são utilizados para a 

regeneração de árvores: organogênese e embriogênese somática. 

Determinadas espécies são recalcitrantes, ou possuem uma escassa 

produção de sementes, como é o caso da Ocotea catharinensis, então a 

regeneração via organogênese e a embriogênese somática são 

alternativas eficientes para a produção in vitro de plantas inteiras. O 

primeiro objetivo do sistema de embriogênese somática, para espécies 

arbóreas, é a propagação em larga escala e a utilização de embriões 

somáticos e tecidos embriogênicos como alvo atrativo para 

modificações genéticas. São utilizados também como modelos para 

estudos embriológicos (Arnold, et al., 2002; Peña & Seguin, 2001). 

A idéia de produzir metabólitos in vitro a partir de sistemas de 

cultura de células deve, entretanto, ser tomada com as devidas 

precauções, pois na prática nem sempre é possível atingir os resultados 

desejados, sendo que vários fatores limitam a utilização dessa tecnologia 
(Pinto & Lameira, 2001).  

O cultivo in vitro de espécies arbustivas como a Strelitzia 
reginae Ait. (Ave do paraíso) tem se demonstrado eficiente na obtenção 

de metabólitos secundários, sendo que os metabólitos de interesse são 
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liberados no meio de cultura, para provar que estes metabólitos possuem 

valor medicinal ou industrial foi utilizadas técnicas de extração com 

ácido acético, seguida de identificação em infravermelho, que revelou 

grupos característicos de compostos fenólicos ou derivados (Paiva et 

al.,2000).  

No caso do cultivo in vitro de Piper hispidinervium (pimenta 

longa) o objetivo foi possibilitar o melhoramento genético visando à 

extração do seu óleo essencial, que possui 80% de safrol em sua 

composição. O safrol ou 4-alil-1,2-metilenodioxibenzeno, apesar de 

apresentar comprovada ação carcinogênica, é de grande importância 

econômica devido o fato de ser precursor de uma variedade de 

compostos utilizados como fármacos, bioinseticidas biodegradáveis, 

fixadores de aromas, drogas antitrombicas e auxinas endólicas (Rosa et 

al.,2000). Até 1990 a obtenção safrol era decorrente da atividade 

extrativista, o que levou ao comprometimento da disponibilidade de 

Ocotea odorífera, principal fonte de safrol. Para isso, Pescador e 

colaboradores (2000), utilizaram diferentes técnicas, como 

organogênese direta, embriogênese somática indireta, produção de calos 

friáveis e cultura de suspensão de células. Células produzidas em 

suspensão foram imobilizadas em crisotila, o que resultou em uma 

produção de safrol três vezes maior do que as células livres cultivadas 

nas mesmas condições. 

Da mesma forma, sistemas de cultura in vitro de espécies 

arbóreas também vem sendo desenvolvidos visando à produção de 

metabólitos secundários de interesse, como o desenvolvimento de 

metodologias para produção de biomassa de O. odorifera para a 

produção de safrol, como foi realizado por Santa-Catarina e 

colaboradores (1999). 

Portanto, o potencial dos sistemas de cultura in vitro para a 

produção de metabólitos de interesse de espécies de árvores raras, de 

importância medicinal deve ser investigado, principalmente, no caso das 

espécies que estão em risco de extinção. As técnicas de cultura in vitro 

possibilitam que tais sistemas possam ser utilizados em estudos sobre as 

vias de biossíntese dos compostos de interesse, na otimização da 

produção de metabólitos secundários in vitro e no desenvolvimento de 

sistemas de conservação de linhagens celulares altamente produtoras, 
assegurando, assim, formas alternativas para exploração racional e 

sustentável das espécies de árvores nativas, presentes em ecossistemas 

ameaçados. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O presente projeto teve como objetivoo caracterizar as culturas de 

células embriogênicas de Ocotea catharinensis quanto ao crescimento, 

perfil metabólico, com ênfase em metabólitos secundários, potencial de 

embriogênese somática secundária e histoquímica.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o crescimento de culturas de células embriogênicas de 

Ocotea catharinensis sob diferentes condições de cultivo através de 

curvas de dissimilação; 

 Quantificar metabólitos secundários (compostos fenólicos totais 

e carotenóides) de culturas de células embriogênicas de Ocotea 

catharinensis crescidas sob diferentes condições de cultivo; 

 Comparar o perfil metabólico de culturas de células 

embriogênicas de Ocotea catharinensis crescidas sob diferentes 

condições de cultivo através de espectrofotometria de varredura em UV-

vis e espectrometria de infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR); 

 Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de culturas de 

células embriogênicas de Ocotea catharinensis crescidas sobre 

diferentes condições de cultivo; 

 Avaliar o efeito de períodos de desidratação, baixas 

temperaturas, luz, escuro, açúcares alcoóis e de fontes de carbono sobre 

a embriogênese somática secundária; 

 Realizar caracterização histoquímica de culturas de células 

embriogênicas de Ocotea catharinensis. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ORIGEM E MANUTENÇÃO DAS CULTURAS EMBRIOGÊNICAS 

 

As culturas embriogênicas utilizadas nos experimentos a seguir 

foram desenvolvidas a partir da cultura de embriões zigóticos removidos 

de sementes de Ocotea catharinensis, de acordo com a metodologia 

descrita por Viana (1989) e Viana e Mantell (1999). Apresentavam, 

predominantemente, estruturas globulares ( 2 mm de diâmetro) e 

estruturas cotiledonares iniciais pequenas (2-3 mm de diâmetro, 

aproximadamente) (Figura 5). Estas culturas foram utilizadas tanto para 

a manutenção do estoque de culturas embriogênicas, através das 

repicagens em períodos de quatro semanas, conforme a metodologia 

descrita abaixo, como também para a realização dos experimentos de 

dissimilação do carbono e de embriogênese somática secundária. 

 
Figura 5: Exemplos de estruturas globulares ( 2 mm)(A), de estruturas 

cotiledonares iniciais pequenas (2-3 mm, aproximadamente) (B) e de estruturas 

cotiledonares mais desenvolvidas (>3 mm)(C) removidas de culturas 

embriogênicas somáticas de Ocotea catharinensis. Barra=1cm.   
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As culturas embriogênicas foram mantidas em meio de cultura 

WPM (Lloyd e McCown, 1981), preparação comercial em pó produzida 

pela Sigma Chemical Co., suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 

mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativo e 2 

g.L
-1

 (p/v) de Phytagel. As culturas foram multiplicadas em períodos de 

quatro semanas, através da inoculação, cultivo e subsequente 

proliferação, por embriogênese secundária, das estruturas globulares e 

cotiledonares iniciais. Cinco inóculos foram transferidos por tubo de 

ensaio, contendo 8 mL do meio de cultura acima descrito. Os tubos de 

ensaio foram fechados com filme de polipropileno (76 mm x 76 mm), 

preso com elástico de borracha. As culturas foram mantidas em sala de 

crescimento com temperatura controlada de 25  2ºC, sob fotoperíodo 

de 16 horas, provido por lâmpadas fluorescentes Philips TDL (22,3 

fótons.m
-
².s

-
¹). Estas condições foram utilizadas em todos os 

experimentos, exceto quando especificado. 

Como as culturas produzidas durante as repicagens não eram 

uniformes e apresentavam diferentes tipos de estruturas (agregados 

celulares, estruturas globulares, estruturas cotiledonares iniciais) e, com 

menor frequência, estruturas cotiledonares ( 3 mm), a partir do estoque 

das culturas embriogênicas foram isolados os seguintes tipos de cultura, 

que estão ilustrados na Figura 6: 1- agregados celulares que passaram a 

ser cultivados, separadamente, no mesmo meio acima descrito para 

gerar as culturas friáveis (Figura 8). Este tipo de cultura embriogênica 

friável apresentava consistência pastosa, coloração amarelada/cinza e 

era constituído por agregados celulares sem qualquer nível de 

diferenciação a olho nu; 2- tipo diferenciada 1 (Figura 9), apresentava 

coloração amarelada e textura granular, com pequenas estruturas 

globulares ( 2 mm de diâmetro); o tipo diferenciada 2 era o mais 

comum e apresentava, predominantemente, estruturas cotiledonares 

iniciais pequenas (2-3 mm de diâmetro) e coloração esbranquiçada 

(Figura 10 A); 4- embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro 

(estruturas cotiledonares  3 mm de diâmetro) (Figura 10 B). Estes tipos 

de culturas foram utilizadas nas análises bioquímicas. Para as análises 

citoquímicas não foram analisadas as culturas do tipo friável. 
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4.2. PREPARAÇÃO DOS MEIOS DE CULTURA 

Para todos os experimentos, exceto quando mencionado, foi 

utilizado o meio de cultura WPM (Woody Plant Medium - Lloyd e 

McCown, 1981), preparação comercial em pó produzida pela Sigma 

Chemical Co., suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de 

sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L
-1

de carvão ativo e 2 g.L
-1

(p/v) 

de Phytagel. O pH foi ajustado para 5,8. O meio de cultura foi 

distribuído em tubos de ensaio (25 mm x 150 mm - 8 mL por tubo), os 

quais foram fechados com tampas de polipropileno e autoclavados por 

20 minutos (121ºC, 1 atm).  

 

4.3. CRESCIMENTO E ANÁLISES BIOQUÍMICAS DAS CULTURAS 

EMBRIOGÊNICAS 

 

4.3.1. Dissimilação de carbono do meio de cultura durante o 

crescimento das culturas embriogênicas em diferentes fontes de 

carbono 
 

 A dissimilação de carbono, também denominada de 

dissimilação dos açúcares do meio de cultura, foi avaliada segundo o 

método de Schripsema (1990) o qual considera a perda de massa das 

culturas ao longo do tempo de cultivo. Inóculos de culturas 

embriogênicas com 4 semanas de cultivo crescidas no meio de cultura 

WPM, descrito no item 4.1  foram transferidos para os meios de cultura 

WPM de mesma composição suplementado com 58,4 mM de sacarose 

ou com 116,8 mM de glucose. Para cada tubo foram transferidos 

aproximadamente 5 inóculos. A determinação da massa inicial das 

culturas contendo os explantes foi estimada através da determinação da 

massa de cada tubo de ensaio vazio e numerado, com suas respectivas 

tampas, tubo de ensaio com meio de cultura e dos tubos contendo o 

meio de cultura com o inóculo inicial, devidamente fechados. As 

culturas foram mantidas nas condições descritas no item 3.3, por 29 

dias, tendo sua massa registrada diariamente, sempre na mesma balança 

(AY220, Shimadzu) e no mesmo horário. Em cada tratamento foram 

utilizadas 10 repetições contendo os inóculos e 3 tubos contendo 

somente o meio de cultura, que serviram como controle.  Os dados 

obtidos foram plotados em planilha do software Microsoft Office Excel 
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2007 e determinadas as curvas de dissimilação mais representativas de 

cada do perfil de dissimilação observado de cada tratamento. 

 

4.3.2 Análises Bioquímicas 

 

4.3.2.1 Produção das culturas embriogênicas para as análises 

bioquímicas 

 

 Inóculos de culturas embriogênicas com 4 semanas de idade (5 

inóculos por tubo de ensaio), produzidas no meio de cultura WPM, 

descrito no item 4.1, foram transferidos para os meios de cultura 

descritos na Tabela 1, em que foram manipuladas as fontes de carbono 

(sacarose e glucose, nas concentrações de 58,4 mM, 88,6 mM ou 116,8 

mM), fontes de nitrogênio orgânico (ausência ou presença de 2,73 mM 

de glutamina ou prolina) e fontes de açúcares alcoóis (121 mM de 

sorbitol ou manitol). A formulação salina do meio de cultura utilizado 

foi a do meio WPM e todos os meios foram suplementados com 2 g.L
-1 

de Phytagel. As culturas foram mantidas nas condições descritas no item 

4.1 e após 4 semanas de cultivo, exceto quando mencionado, foram 

coletadas amostras das tipos de cultura produzidos e caracterizados no 

item 4.1 acima, friável, diferenciada 1, diferenciada 2, assim como 

embriões somáticos diferenciados, no estágio cotiledonar, para proceder 

às análises bioquímicas.  

4.3.2.2 Preparação dos extratos vegetais 

 

 Para as análises bioquímicas de carotenóides, compostos 

fenólicos, UV-Vis e FT-IR foram utilizados diferentes tipos 

morfológicos de culturas embriogênicas de O. catharinensis 

(classificados como friável, diferenciada 1 e diferenciada 2) embriões 

somáticos no estágio cotiledonar e culturas embriogênicas do tipo 

diferenciada 2 com diferentes períodos de cultivo (2, 3, 4 e 6 semanas), 

crescidos em meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de 

sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L
-1

de 
carvão ativo e 0,2% de Phytagel. Outras condições de cultivo foram 

utilizadas para avaliar o perfil metabólico das culturas embriogênicas no 

estágio diferenciado 2, com 4 semanas de cultivo, como as especificadas 

na Tabela 1, na qual estão representados os meios de cultura e análise 

bioquímica efetuada.  
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Tabela 1: Variações na composição dos meios de cultura utilizados para o 

cultivo de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis e análises 

bioquímicas efetuadas. Em todos os casos foi utilizado o meio de cultura WPM 

suplementado com 0,2% de Phytagel e 1,5 g.L
-1

de carvão ativo. 

Fonte de 

carbono 

Açúcar 

álcool 

Fonte de 

nitrogênio 

Análise bioquímica 

Sacarose 

58,4 mM 

Sorbitol  

121 mM 

0 carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol  

121 mM 

Glutamina 2,73 

mM 

carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol  

121 mM 

Prolina 2,73 

mM 

fenólicos, UV-Vis, FT-IR 

 Manitol  

121 mM 

Prolina 2,73 

mM 

fenólicos, UV-Vis, FT-IR 

Sacarose 

87,6 mM 

Sorbitol  

121 mM 

0 carotenóides, fenólico, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol  

121 mM 

Glutamina 2,73 

mM 

carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

Sacarose 

116,8 mM 

Sorbitol  

121 mM 

0 carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol  

121 mM 

Glutamina 2,73 

mM 

carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

Glucose 

58,4 mM 

Sorbitol  

121 mM 

0 carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol  

121 mM 

Glutamina 2,73 

mM 

carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

Glucose 

87,6 mM 

Sorbitol 

 121 

mM 

0 carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol  

121 mM 

Glutamina 2,73 

mM 

carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

Glucose 

116,8 mM 

Sorbitol  

121 mM 

0 carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis, FT-IR 

 Sorbitol 

 121 

mM 

Glutamina 2,73 

mM 

carotenóides, fenólicos, 

UV-Vis,  FT-IR 

 

As análises de avaliação da atividade antioxidante dos extratos 

foram realizadas nas culturas embriogênicas com 2, 3, 4 e seis semanas 
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de cultivo e nos diferentes tipos de culturas embriogênicas (friável, 

diferenciada 1, diferenciada 2) e embriões somáticos no estágio 

cotiledonar, produzidos em meio de cultura WPM suplementado com 

58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol e 2,73 mM de glutamina. 

 Para todas as análises bioquímicas os extratos foram preparados 

a partir de dois gramas de material fresco, que foram macerados em 

cadinho, com auxílio de um pistilo, durante 4 minutos em 10 mL do 

solvente clorofórmio/metanol (1:1, v/v). Os extratos foram mantidos em 

repouso, no escuro, por 15 minutos. Após este período, os mesmos 

foram filtrados, em seguida, centrifugados a 3000 rpm por 6 minutos. O 

sobrenadante foi submetido à espectrofotometria de varredura (200 a 

750 M) (Hiatachi U-1800).  Em seguida, o sobrenadante foi alíquotado 

(1mL) e o solvente evaporado com auxílio de bomba de vácuo e estufa 

(45°C por 12 horas). As amostras foram armazenadas a -80ºC, até o 

momento da análise. 

4.3.2.3 Perfil metabólico por espectrofotometria de varredura UV-

Vis e espectroscopia vibracional de infravermelho médio (FTIR) 

 

 Os sobrenadantes dos extratos de culturas embriogênicas 

produzidas nos diferentes meios de cultura (Tabela 1) foram submetidos 

à análise por espectrofotometria UV-vis (Hiatachi U-1800), coletando-

se os valores de absorbância na janela espectral de 200 a 750 m, com 

intervalos de leitura de 1nm e 3 réplicas por extrato. O conjunto de 

dados espectrais ,obtidos a partir dos extratos metanol: clorofórmio 

foram submetidas à análise de componentes principais (PCA), visando 

determinar o grau de similaridade entre as mesmas, utilizando a matriz 

de covariância, a partir de dados centrados e do cálculo da distância 

Euclidiana. A análise foi feita a partir do biplote gerado com auxílio do 

programa MVSP (versão 3.1). 

Para a FTIR, amostras (1 mL) dos extratos metanol: 

clorofórmio (v/v) de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis 
(Tabela 1), secos conforme o item 4.3.2.2, foram ressolubilizadas em 

metanol (1mL) e analisadas em espectrômetro de infravermelho ABB 

Bomem (modelo FTLA2000), equipado com um sistema de aquisição 

de ZnSe (32 mm , 4 mm espessura). Cinco varreduras/amostra foram 

coletadas, para uma janela espectral de 400 a 4000 cm
-1

 e intervalos de 

leitura de 0,97 cm
-1

 utilizando-se com controle (branco) o ar ambiente. 

O processamento dos dados espectrais utilizou o programa OPUS (v. 

5.0, Bruker Rheinsteten, Germany) e considerou a definição da janela 



31 
 

 

espectral de interesse (600 - 3000cm
-1

), a correção da linha de base, da 

relação sinal/ruído e normalização dos espectros. 

 

4.3.2.4 Determinação do conteúdo de Carotenóides Totais 

 

Os extratos foram preparados conforme descrito no item 

4.3.2.2. A uma alíquota (1 mL) do extrato seco foi adicionado 1 mL de 

óleo vegetal de arroz, que em seguida, foi homogeneizado em vórtex. O 

extrato obtido foi centrifugado (6000 rpm/15 min), coletando-se 100 µL 

do sobrenadante para análise do conteúdo total de carotenóides em leitor 

de microplacas (TP Reader NM, Thermoplate) ( = 450 m). A 

quantificação do teor de carotenóides totais foi feita usando uma curva 

padrão externa de –caroteno (5 a 150 µg.mL
-1

 – r
2
=0,99; y = 0,0198x). 

As análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram 

expressos em µg –caroteno por g de massa seca (μg . g MS
-1

). 

 

4.3.2.5 Determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais 

 

A extração de compostos fenólicos totais foi realizada conforme 

descrito no tópico 4.3.2.2, as alíquotas secas foram solubilizadas em 3 

mL de etanol 70%. A determinação do conteúdo de compostos fenólicos 

totais foi feita de acordo com a metodologia descrita por Rhandir e 

colaboradores (2002). Em um tubo de ensaio, foi adicionado 1 mL do 

extrato etanólico de  cada amostra e 5 mL de metanol 95% seguido de 

agitação no vórtex. Dessa solução, foi retirado 1 mL e a este adicionado 

5 mL de água ultrapura, 1 mL do reativo de Folin-Ciocalteu, seguido de 

agitação e repouso de 5 minutos. Após, foi adicionado 1 mL de 

carbonato de sódio 5% (p/v), seguido de agitação e repouso de 1 hora 

em câmara escura. Em seguida, procedeu-se a leitura das amostras a 725 

m em espectrofotômetro UV-Vis (Hiatachi U-1800). A quantificação 

dos compostos fenólicos totais foi feita a partir da curva padrão de ácido 

gálico (50 a 800 µg.mL
-1

–r
2
= 0,99; y = 1,254x). As análises foram 

realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em µg de ácido 

gálico por g de massa seca (μg . g MS
-1

). 
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4.3.2.6. Avaliação da atividade antioxidante dos extratos - Inibição 

do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) 

 

Para a avaliação da capacidade antioxidante dos extratos, os 

mesmos foram submetidos ao teste do DPPH•. Este ensaio é baseado na 

capacidade do radical livre estável 1,1-difenil-2-picrilhidrazil em reagir 

com substâncias doadoras de hidrogênio (DPPH• + AH → DPPH-H 

+A•), incluindo compostos fenólicos (Roginsky & Lissi 2005), sendo 

um método amplamente utilizado e relativamente rápido quando 

comparado a outras técnicas (Sanchez-Moreno et al. 1998, Mensor et al. 

2001). O consumo de DPPH• permite estimar a capacidade antioxidante 

dos analitos na captura de radicais livres presentes no meio. No ensaio 

espectrofotométrico, a absorbância a 517 m diminui como resultado de 

uma alteração na coloração, de violeta para amarelo, uma vez que o 

radical é capturado por antioxidantes presentes no extrato através da 

doação de um átomo de H para formar a molécula estável DPPH-H 

(Espin et al. 2000). 

 A metodologia utilizada foi descrita por Kim et al. (2002). Uma 

alíquota do extrato seco foi ressolubilizada em etanol 70%, e a 0,1 mL 

deste foram adicionados 2,9 mL da solução metanólica do radical DPPH 

(Sigma, 0,1 mM em metanol 80%). O decréscimo da absorbância em 

517 m foi medido em espectrofotômetro (Hiatachi U-1800), após 30 

minutos de incubação da amostra. O hidroxitolueno butilado (BHT) foi 

utilizado como padrão. Todas as amostras foram analisadas em 

triplicata. A atividade de sequestro do radical DPPH foi calculada pela 

equação abaixo: 
% de inibição: [(Abs controle - Abs final da amostra)/ Abs controle] x 100 

4.4. EMBRIOGÊNESE SECUNDÁRIA  

 

4.4.1. Desidratação das culturas embriogênicas  
 

As culturas embriogênicas somáticas, tipo diferenciado 2, 

crescidas por quatro semanas no meio de cultura descrito no item 4.1 

foram removidas dos meios de cultura, em ambiente estéril de câmara 

de fluxo laminar, colocadas em placas de Petri, sobre 6 camadas de 

papel absorvente, autoclavadas previamente por 20 minutos (121ºC, 1 

atm). As placas de Petri foram fechadas com filme de PVC e mantidas 

em sala de crescimento em temperatura de 25 ±2ºC.    
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4.4.2. Efeito do tempo de desidratação sobre a embriogênese 

secundária 
 

As culturas embriogênicas foram mantidas nas condições 

descritas no item 4.4.1 por períodos de uma a quatro semanas e em 

seguida inoculadas em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1981) 

suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM 

de glutamina, 1,5 g.L
-1

de carvão ativo e 2 g.L
-1

(p/v) de Phytagel. Foram 

utilizadas 20 repetições por tratamento, sendo que cada repetição 

possuía 5 inóculos. As porcentagens de embriões somáticos produzidos 

pela embriogênese secundária foram avaliadas semanalmente.  

 

4.4.3. Efeito de fontes de carbono e formulações salinas de meios 

de cultura sobre a embriogênese secundária  

 
Para testar o efeito de fontes de carbono e formulações salinas 

de meios de cultura, as culturas embriogênicas desidratadas durante 2 

semanas, tempo esse determinados pelo resultado obtido no item 4.4.2, 

foram inoculadas nos meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) 

e WPM suplementados com sacarose, frutose ou glucose, nas 

concentrações de  58,4 mM, 87,6 mM e 116,8 mM, 121 mM de sorbitol, 

2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativo e 2 g.L
-1

 (p/v) de 

Phytagel.  Foram utilizadas 15 repetições por tratamento, sendo que 

cada repetição possuía 5 inóculos. As porcentagens de embriões 

somáticos produzidos pela embriogênese secundária foram avaliadas 

semanalmente.  

 

4.4.4. Efeito do sorbitol e Fontes de carbono sobre a 

embriogênese Secundária 

 

Para testar o efeito da presença de sorbitol e fontes de carbono no 

meio de cultura, as culturas embriogênicas foram desidratadas durante 2 

e 4 semanas, e em seguida inoculadas nos meios de cultura WPM 

suplementado com 58,4mM de sacarose ou 116,8 mM de glucose, 2,73 

mM de glutamina, 2 g.L
-1

de Phytagel
®
 e 121 mM de sorbitol, na 

presença 1,5 g.L
-1

de carvão ativado. Foram utilizadas 15 repetições por 
tratamento, sendo que cada repetição possuía 5 inóculos. As 

porcentagens de embriões somáticos produzidos pela embriogênese 

secundária foram avaliadas semanalmente.  
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4.4.5. Efeito de baixas temperaturas sobre a embriogênese 

secundária 
 

Para testar o efeito de baixas temperaturas, culturas 

embriogênicas desidratadas por 2 e 4 semanas foram transferidas para 

temperaturas de 5ºC (geladeira), 0ºC (congelador) e -20ºC (freezer) onde 

permaneceram por períodos de 2 e 4 semanas, sendo em seguida 

inoculadas em meio de cultura WPM suplementado com 116,8 mM de 

glucose, 2,73 mM de glutamina, 2 g.L
-1 

de Phytagel
®

 e 121 mM de 

sorbitol, na presença 1,5 g.L
-1

de carvão ativado. Foram utilizadas 15 

repetições por tratamento, sendo que cada repetição possuía 5 inóculos. 

As porcentagens de embriões somáticos produzidos pela embriogênese 

secundária foram avaliadas semanalmente.  

 

4.4.6. Efeito de luz e escuro sobre a embriogênese secundária 

 

Para testar o efeito da luz e do escuro, as culturas embriogênicas 

desidratadas por 2 e 4 semanas foram transferidas para meio de cultura 

WPM, suplementado com 58,4 mM de sacarose ou 116,8 mM de 

glucose, 2,73 mM de glutamina, 2 g.L
-1

de Phytagel
®

 e 121 mM de 

sorbitol, na presença 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado. As culturas foram 

mantidas nas mesmas condições descritas no item 4.1, sendo que no 

tratamento de escuro as culturas foram embrulhadas em papel alumínio. 

Foram utilizadas 15 repetições por tratamento, sendo que cada repetição 

possuía 5 inóculos. As porcentagens de embriões somáticos produzidos 

pela embriogênese secundária foram avaliadas após 4 e 8 semanas de 

cultivo.  

 

4.4.7. Determinação do teor de água das culturas embriogênicas  

 

Para determinação da massa fresca os embriões somáticos 

foram pesados imediatamente após serem retirados do meio de cultura 

em seguida transferidos para placas de Petri, que foram mantidas em 

estufa por 48 horas, a 85ºC. O teor de água foi expresso em 

porcentagem da massa fresca e em mg de água por mg de massa seca  

(mg H2O . g MS
-1

) e determinado através da fórmula:  
Teor de água (% da massa fresca) = (massa fresca - massa seca)/massa 

fresca x 100. 
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4.5 CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA DAS CULTURAS 

EMBRIOGÊNICAS  

 

4.5.1. Preparação das amostras 

 

A análise histoquímica foi conduzida com quatro tipos de 

materiais: 1- embriões secundários originados a partir de estruturas 

desidratadas produzidas a partir de culturas embriogênicas tipo 

diferenciada 2; 2- estruturas globulares produzidas a partir das culturas 

embriogênicas do tipo diferenciada 1; 3- estruturas cotiledonares iniciais 

produzidas a partir de culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2; 4- 

embriões zigóticos no estágio cotiledonar maduro. Amostras das 

diferentes estruturas foram selecionadas e seccionadas transversalmente. 

Os cortes foram processados para análises histoquímicas e morfológicas 

em microscopia de luz de acordo com Schmidt (2009). 

As amostras foram fixadas em solução de paraformaldeído 2,5 % 

em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2, durante 12 horas em câmara a vácuo, 

à temperatura de 4° C. Após a fixação, o material foi lavado em tampão 

fosfato, duas vezes, por 10 minutos em cada troca (Bouzon, 1993). Em 

seguida, as amostras foram desidratadas em uma série de soluções 

aquosas de etanol em concentrações crescentes (30%, 50%, 70%, 90% e 

100%), com duas trocas de 15 minutos em cada concentração, à 

temperatura ambiente. A seguir, foi feita a pré-infiltração das amostras, 

com uma mistura de 1:1 de etanol a 100% e Historesina (Leica 

Historesin, Heidelberg, Alemanha), durante 4 h, posteriormente o 

material foi infiltrado em resina pura por 24 h. A inclusão foi realizada 

na mesma resina em histo-moldes com adição de polimerizador, à 

temperatura ambiente, por 2-3 h (Arnold et al., 1975, modificado).  

Secções com 5 µm de espessura foram corados com diferentes 

testes histoquímicos e investigados com o microscópio Epifluorescent 

(Olympus BX 41) equipado com o sistema de captura Image Q Capture 

Pro 5.1 Software (Qimaging Corporation, Austin, TX, Estados Unidos 

da América). 

 

4.5.2. Histoquímica 

 

Os materiais foram submetidos aos seguintes testes 

histoquímicos:  

A) Azul de toluidina (AT-O). Este corante foi utilizado para identificar 

polissacarídeos ácidos através da reação de metacromasia. As lâminas 
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contendo as secções foram tratadas com solução aquosa de AT-O 0,5%, 

acidificada com HCl 1N para pH 3,0, por 30 segundos, lavadas em água 

destilada e secas ao ar (Gordon & McCandless, 1973; McCully, 1970). 

As lâminas foram montadas com bálsamo do Canadá. 

 

B) Ácido Periódico de Schiff (PAS). Foi utilizado para identificar a 

presença de polissacarídeos neutros (amido e celulose). As secções 

foram oxidadas com solução aquosa de ácido periódico a 1% durante 30 

minutos, lavados em água corrente e corados com reativo de Schiff por 

30 minutos. Foram, então, lavados em água corrente, secos ao ar e 

montados com bálsamo do Canadá (Gahan, 1984). 

 

C) Azul brilhante de Coomassie (CBB). Este teste foi utilizado para 

identificar a presença de proteínas totais. As lâminas contendo as 

secções foram coradas por 24 h em CBB 0,02 % diluído em solução 

etanólica acidificada de Clark, posteriormente foram lavadas na mesma 

solução, seguido de água destilada e secas ao ar (Gahan, 1984). As 

lâminas foram montadas com bálsamo do Canadá. 

4.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os experimentos foram montados de acordo com o 

delineamento estatístico completamente casualizado. Os resultados 

obtidos foram analisados estatisticamente através do Teste-t e de análise 

de variância simples ou multifatorial, seguido do teste de separação de 

médias de Tukey, considerando um intervalo de confiança de 95% e 

nível de significância de 5% (p<0,05). Quando pertinente, os dados em 

porcentagem foram transformados em arcoseno da raiz quadrada da 

porcentagem antes da realização da análise estatística. Os cálculos 

foram realizados com o auxílio do software estatístico Statgraphics 

versão 7.0. 
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5. RESULTADOS  

5.1. CRESCIMENTO E ANÁLISES BIOQUÍMICAS DAS CULTURAS 

EMBRIOGÊNICAS SOMÁTICAS SECUNDÁRIAS 

 

5.1.1. Determinação das curvas de dissimilação de carbono das 

culturas embriogênicas de OCOTEA CATHARINENSIS em diferentes  

fontes de carbono 
 

A metodologia das curvas de dissimilação de açúcar foi 

utilizada para caracterizar o crescimento das culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2. Como observado na Figura 

11, o padrão de crescimento apresentado pelas culturas embriogênicas 

somáticas secundárias do tipo diferenciada 2, crescidas em meio WPM 

suplementado com sacarose 58,4 mM, após 29 dias, não apresentou uma 

fase de  crescimento mais lento, nos primeiros dias de cultivo (fase lag), 

e sim um padrão de crescimento linear, desde o início do cultivo, sendo 

que após o 20º dia o ritmo de crescimento foi reduzido, entrando as 

culturas na fase estacionária de crescimento. As culturas suplementadas 

com sacarose apresentaram a dissimilação total de 0,025 g (Tabela 2). 

As culturas embriogênicas mantidas em meio de cultura 

suplementado com 116,8 mM de glucose apresentaram valor de 

dissimilação igual de 0,008 g, em dois experimentos independentes. No 

entanto é possível notar diferentes padrões de crescimento (Figuras 12 e 

13). Na Figura 12 é possível observar a fase lag, até o terceiro dia de 

cultivo, seguida de uma fase exponencial que ocorreu do quarto ao sexto 

dia, seguida de uma redução do crescimento, até o 13º dia e de uma 

nova fase exponencial, entre o 14º e 17º dia. Na Figura 13, um padrão 

diferente de dissimilação foi observado, sendo que a curva de 

dissimilação não apresentou uma fase lag bem definida, havendo um 

crescimento linear do 2º até o 13º dia, após o que o ritmo de crescimento 

foi reduzido até o 17º dia.  
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Figura 11: Curva de dissimilação de carbono obtidas a partir da perda de massa 

de culturas embriogênicas somáticas secundárias de Ocotea catharinensis do 

tipo diferenciada 2, mantidas em meio de cultura WPM, semi-sólido, 

suplementado com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina e 58,4 mM de 

sacarose, durante 29 dias de cultivo. (n=10) 
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Figura 12: Curva de dissimilação de carbono obtidas a partir da perda de massa 

de culturas embriogênicas somáticas secundárias de Ocotea catharinensis do 

tipo diferenciada 2, mantidas em meio de cultura WPM, semi-sólido, 

suplementado com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina e 116.8 mM de 

glucose, durante 17 dias de cultivo. (n=10) 
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Figura 13: Curva de dissimilação de carbono obtidas a partir da perda de massa 

de culturas embriogênicas somáticas secundárias de Ocotea catharinensis do 

tipo diferenciada 2, mantidas em meio de cultura WPM, semi-sólido, 

suplementado com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina e 116.8 mM de 

glucose, durante 17 dias de cultivo. (n=10) 

 
 

 

 

 
Tabela 2: Valores de massa inicial, massa final e dissimilação total (massa 

inicial – massa final) das culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis do 

tipo diferenciada 2, em meio de cultura WPM semi-sólido suplementado com 

121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, 58,4 mM de sacarose durante 29 

dias ou 116,8 mM de glucose durante 17 dias.  

Tratamento Massa 

inicial (g)
a
 

Massa 

final (g)
a
 

Dissimilação 

total (g)
a
 

58,4 mM Sacarose 0,322 0,297 0,025 

116, 8 mM 

Glucose
1
 

0,737 0,729 0,008 

116,8 mM Glucose
2
 0,777 0,769 0,008 

a
 Valores são médias de 10 repetições.  
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5.1.2 Determinação da concentração de Carotenóides em 

culturas embriogênicas de OCOTEA CATHARINENSIS 

  

 As concentrações de carotenóides referentes aos tipos de 

culturas embriogênicas (friável, diferenciada 1, diferenciada 2) e 

embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro estão expressas na 

Figura 14. Observa-se que os teores de carotenóides diferiram 

significativamente (Tukey p<0,05) entre os tipos de culturas 

embriogênicas estudadas, que o tipo de cultura diferenciada 2 

apresentou maior concentração de carotenóides (1,71 ± 0,27 μg . g MS
-

1
), enquanto a cultura do tipo friável, apresentou concentração dez vezes 

menor (0,17 ± 0,05 μg . g MS
-1

). Os embriões somáticos no estágio 

cotiledonar maduro e as culturas do tipo diferenciado 1 apresentaram 

concentrações médias de carotenóides que não diferiram 

estatisticamente entre si (0,61 e 0,62 ± 0,06 μg . g MS
-1

, 

respectivamente). 

 
Figura 14: Concentração média de carotenóides (μg . g MS

-1
 ± desvio padrão) 

nos extratos metanol/clorofórmio, obtidos a partir de culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis dos tipos: friável, diferenciada 1, diferenciada 2 e 

embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro, cultivadas em meio de 

cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol, 

2,73 mM de glutamina, após 4 semanas de cultivo. As letras diferentes indicam 

diferenças significativas entre os tratamentos segundo o teste de Tukey 

(p≤0,05).  
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A análise desta variável em culturas embriogênicas do tipo 

diferenciada 2, ao longo das semanas de cultivo (Figura 15) revelou que 

a concentração média de carotenóides totais foi de 0,014 μg . g MS
-1

 o 

na segunda semana de cultivo, sendo que esta concentração sobe para de 

0,54 ± 0,12 μg . g MS
-1

 na terceira semana de cultivo se mantendo na 

quarta semana (0,55 ± 0,05 μg . g MS
-1

). Quando a concentração é 

avaliada na sexta semana de cultivo a concentração média de 

carotenóide apresenta diminuição (0,40 ± 0,06 μg . g MS
-1

), não 

diferindo estatisticamente (Tukey = p<0,05) dos valores observados na 

terceira e quarta semana de cultivo (Figura 15). 

 
Figura 15: Concentração média de carotenóides (μg . g MS

-1 ± desvio padrão) 

nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em meio de cultura 

WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM 

de glutamina, ao longo das semanas de cultivo. As letras diferentes indicam 

diferenças significativas entre os tratamentos segundo o teste de Tukey 

(p≤0,05). 
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-1
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glutamina apresentaram uma concentração média de carotenóides maior 

(0,61 μg . g MS
-1

), do que na ausência dessa fonte de nitrogênio (0,49 

μg . g MS
-1

). Os mínimos teores foram observados nas culturas 

crescidas com 87,6 mM de sacarose, que possuíam concentrações 

próximas a zero quando na presença de glutamina (0,01 μg . g MS
-1

) e 

na ausência de glutamina a concentração média foi de 0,26 μg . g MS
-1

. 

 
Figura 16: Concentração média de carotenóides (μg . g MS

-1± desvio padrão) 

nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em meio de cultura 

WPM suplementado com 58,4 mM,  87,6 mM ou 116.8 mM de sacarose, 121 

mM de sorbitol, na ausência ou na presença de 2,73 mM de glutamina, após 4 

semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

os tratamentos segundo o teste de Tukey (p≤0,05). 
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glucose na ausência e na presença de glutamina, obtiveram 0,55 ± 0,02 e 

0,56 ± 0,10 μg . g MS
-1

, respectivamente. Já o valor máximo foi 

observado nos cultivos contendo glucose 116,8 mM e glutamina (0,61 

μg . g MS
-1

) e de 0,50 ± 0,07 μg . g MS
-1 

quando na ausência de 

glutamina (Figura 17). 

 
Figura 17: Concentração média de carotenóides (μg . g MS

-1 
± desvio padrão) 

nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em meio de cultura 

WPM suplementado com 58,4 mM,  87,6 mM ou 116,8 mM de glucose, 121 

mM de sorbitol, na ausência ou na presença de 2,73 mM de glutamina, após 4 

semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

os tratamentos segundo o teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 

 

5.1.3 Determinação da concentração de Compostos Fenólicos em 

culturas embriogênicas de OCOTEA CATHARINENSIS 
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mesmo modo os embriões somáticos do tipo cotiledonar apresentaram 

uma concentração média de compostos fenólicos de 25,03 μg . g MS
-1

. 

Já quando as concentrações de compostos fenólicos são 

observadas ao longo das semanas em culturas embriogênicas do tipo 

diferenciado 2, não há diferenças significativas entre os tempos de 

cultivo (2 semanas = 8,34 ± 0,09; 3 sem. = 8,34 ± 0,05; 4 sem. = 8,98 ± 

0,12; 6 sem. = 8,13 ± 2,79 μg . g MS
-1

) (Figura 23). 

 
Figura 18. Concentração média de compostos fenólicos totais (μg . g MS

-1 
± 

desvio padrão) nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis dos tipos: friável, diferenciada 1, 

diferenciada 2 e de embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro,  

cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 

121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, após 4 semanas de cultivo. As 

letras diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos segundo 

o teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 19: Concentração média de compostos fenólicos totais (μg . g MS

-1 
± 

desvio padrão) nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em 

meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de 

sorbitol, 2,73 mM de glutamina, ao longo do período de cultivo. As letras 

diferentes indicam diferenças significativas entre os tratamentos segundo o teste 

de Tukey (p≤0,05). 

 
 

 A presença de glutamina combinada com 58,4 mM de sacarose 

promoveu significativamente a produção de compostos fenólicos (23,54 

± 4,56 μg . g MS
-1

) pelas culturas embriogênicas tipo diferenciada 2. 

Quando avaliada as concentrações médias de fenólicos totais utilizando 

sacarose como fonte de carbono na presença ou ausência de glutamina 

(Figura 20) foi observado que na ausência de glutamina os valores são 

semelhantes independente da concentração deste açúcar (58,4 mM = 

13,98 ± 2,28; 87,6 mM = 13,55 ± 1,13; 116,8 mM = 12,28 ± 2,83 μg . g 

MS
-1

). As culturas contendo glutamina nas concentrações 87,6 mM e 

116,8 mM apresentaram quantidades menores de compostos fenólicos 

totais (10,12 ± 1,47 e 8,18 ± 1,03 μg . g MS
-1

, respectivamente), em 

relação às mesmas concentrações quando na ausência desta fonte de 

nitrogênio, não diferindo estatisticamente. 
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Figura 20: Concentração média de compostos fenólicos totais (μg . g MS
-1

 seca 

± desvio padrão) nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em 

meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM, 87,6 mM ou 116,8 mM de 

sacarose, 121 mM de sorbitol, na ausência ou na 2,73 mM de glutamina, após 4 

semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

os tratamentos segundo o teste de Tukey (p≤0,05). 

   
 

Nas análises realizadas com as culturas embriogênicas do tipo 

diferenciada 2, cultivadas em meios de culturas suplementados com 

glucose (Figura 21) aquelas crescidas na ausência glutamina 

apresentaram concentrações de compostos fenólicos significativamente 

maiores, (58,4 mM = 19,92 ± 2,50 e 116,8 mM = 21,05 ± 1,80 μg . g 

MS
-1

). Quando na presença de glutamina as concentrações médias de 

compostos fenólicos totais não diferem estatisticamente (58,4 mM = 

13,65 ± 1,40; 116,8 mM = 13,23 ± 1,36 μg . g MS
-1

) (Tukey p<0,05). Já 

quanto à concentração média, 87,6 mM na ausência de glutamina, 

apresenta concentração de compostos fenólicos totais ligeiramente 

maior (9,88 ± 1,12 μg . g MS
-1

) do que na presença (8,55 ± 1,03 μg . g 

MS
-1

) (Figura 21).  
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Figura 21: Concentração média de compostos fenólicos totais (μg . g MS

-1 ± 

desvio padrão) nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivados em 

meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM, 87,6 mM ou 116,8 mM de 

glucose, 121 mM de sorbitol, na ausência ou na 2,73 mM de glutamina, após 4 

semanas de cultivo. As letras diferentes indicam diferenças significativas entre 

os tratamentos segundo o teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 

Verifica-se, na Figura 22 que, quando analisadas as quantidades 

médias de compostos fenólicos totais em culturas embriogênicas do tipo 

diferenciado 2  cultivadas em meios de culturas contendo diferentes 

fontes de açúcar álcool (manitol, sorbitol) e presença e ausência de 

diferentes fontes de nitrogênio (glutamina, prolina), que somente a 

combinação de sorbitol com glutamina promoveu significativamente a 

produção de compostos fenólicos (23,54 ± 4,55 μg . g MS
-1

), em relação 

aos demais tratamentos. Nestes tratamentos as concentrações de 

compostos fenólicos variaram entre 10,09 ± 0,55 (sorbitol + prolina) e 

12,86 ± 4,55 (manitol). 
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Figura 22: Concentração média de compostos fenólicos totais (μg . g MS
-1 ± 

desvio padrão) nos extratos metanol/clorofórmio obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em 

meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de 

sorbitol ou manitol, 2,73 mM de glutamina ou prolina, após 4 semanas de 

cultivo. As letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

tratamentos segundo o teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 
 

 

5.1.4 Avaliação da atividade antioxidante dos extratos - Inibição 

do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) em culturas 

embriogênicas de OCOTEA CATHARINENSIS 

 

 Os extratos obtidos a partir de culturas embriogênicas do tipo 

diferenciado 2, ao longo das semanas de cultivo, foram testados quanto 

à capacidade de inibir o radical DPPH•. Como pode ser observado na 

Tabela 3, a inibição do radical livre DPPH• pelas culturas embriogênicas 

de Ocotea catharinensis ao longo das semanas de cultivo é maior na 

quarta semana, seguido da terceira semana de cultivo. As culturas 

embriogênicas do tipo diferenciado 2, ao longo das semanas apresentam 

uma correlação fortemente positiva (0,99) entre a concentração de 

compostos fenólicos e inibição do radical DPPH•. 
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Tabela 3: Inibição do radical DPPH dos extratos MeOH 80% das culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis ao longo do tempo de cultivo (2, 3, 4 e 

6 semanas).  

Período de cultivo % inibição do radical DPPH
a
 

2 33,78 ± 5,75 
a
 

3 36,79 ± 12,28 
ab

 

4 49,74 ± 6,98 
b
 

6 29,04 ± 5,56 
a
 

 

 
a 

Valores médios ± desvio padrão de 3 repetições. Letras diferentes na coluna 

indicam diferenças significativas entre os tratamentos de acordo com o teste de 

Tukey (p≤0,05). 

 

Os extratos dos diferentes tipos de culturas embriogênicas 

(friável, diferenciado 1, diferenciado 2) e embriões somáticos no estágio 

cotiledonar maduro, quando testados frente a sua capacidade de inibição 

do radical livre DPPH• (Tabela 4) indicaram que as culturas do tipo 

friável apresentaram inibição do radical livre significativamente maior 

(15,26 ± 3,57%). 

O BHT, controle positivo utilizado para comparação da 

atividade antioxidante dos extratos apresentou porcentagem de inibição 

do radical DPPH a 0,05 mg.mL
-1

 de 85,51 ± 2,02% e 0,1 mg.mL
-1

 de 

91,21 ± 0,91%. 

 
Tabela 4: Inibição do radical DPPH pelo extrato MeOH 80% de culturas 

embriogênicas Ocotea catharinensis dos tipos friável, diferenciada 1, 

diferenciada 2 e de embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro, após 4 

semanas de cultivo. 

Tipo de cultura embriogênica Inibição do radical DPPH (%)
a
 

Friável 15,26 ± 3,57 
c
 

Diferenciado 1 2,68 ± 1,12 
a
 

Diferenciado 2 7,50 ± 0,47 
b
 

Embrião somático cotiledonar 2,98 ± 2,61
a
 

a
 Valores médios ± desvio padrão de 3 repetições. Letras similares na coluna 

não indicam diferenças significativas entre os tratamentos de acordo com o teste 

de Tukey (p≤0,05). 
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5.1.5 Espectroscopia vibracional de infravermelho médio (FT-

IR) em culturas embriogênicas de OCOTEA CATHARINENSIS 

 

Os perfis espectrais obtidos a partir dos dados obtidos através 

da espectroscopia vibracional de infravermelho médio por transformada 

de Fourier (FT-IR) foram comparados através da sobreposição dos 

mesmos conforme as características do material de origem. A literatura 

costuma classificar os picos subjetivamente como fracos, moderados ou 

intensos quanto ao seu tamanho, porém, a condição de aquisição de 

espectros no presente trabalho não foi de forma quantitativa, sendo 

possível somente determinar similaridades entre os extratos.  A Tabela 5 

apresenta os principais sinais espectrais (onda.cm
-1

) detectados nos 

extratos e os grupos funcionais dos constituintes respectivos.  
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Tabela 5: Sinais espectrais de FT-IR (onda.cm
-1

) das amostras de embriões 

somáticos de Ocotea catharinensis. 

Sinal Grupo Funcional 

2924 metil (-CH
3
) e/ou metileno (CH

2
) 

2854 metil (-CH
3
) e/ou metileno (CH

2
) 

1743 C=O de ácidos ou acetil 

1685 C=O de cetonas 

1645 C=O de aminas 

1585 C=C aromático 

1542 NH
2 
de aminas 

1520 N-O de nitro compostos 

1450 C=C aromático 

1419 OH de ácidos carboxílicos ou de C-H 

1380 C-CH3 - 

1235 C-OH éteres - aromático 

1130 C-O, C-C, C-O-C (ligação glicosídica) 

1076 C-O, C-C, C-O-C (ligação glicosídica) 

1054 C-O de alcoóis primários 

1012 deformação axial do grupo C-O e deformação angular 

do grupo OH 

990 deformação axial do grupo C-O e deformação angular 

do grupo OH 

930 C-H (carbono anomérico α da D-glucose) 

856 C-H (carbono anomérico α da D-glucose) 

762 vibração simétrica do anel dos açúcares 

706 C=CH de compostos aromáticos 

587 C-Cl de cloroalcanos 

 

A Figura 23 apresenta os espectros referentes aos extratos 

obtidos das culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2 , cultivadas 

em meio de cultura WPM suplementado com sacarose em três 

concentrações (58,4 mM; 87,6 mM; 116,8 mM) na presença ou ausência 

de glutamina, por quatro semanas. Os extratos analisados apresentaram 

perfis espectroscópicos semelhantes, formando bandas nas mesmas 

regiões de comprimento de onda, diferindo apenas nos valores e no 

ponto específico na formação dos picos (Tabela 6). A análise dos 

espectros revelou sinais associados à presença de lipídios (2924, 2853, 

1740 ondas.cm
-1

), proteínas (1650-1500 ondas.cm
-1

), carboidratos 
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(1200-950 ondas.cm
-1

) e picos na região que compreende os compostos 

de origem aromática (2000-1700 e 800-600 ondas.cm
-1

). 

 
Figura 23: Espectros de FT-IR (3000 – 500 ondas.cm

-1
) dos extratos metanol: 

clorofórmio de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo 

diferenciada 2, crescidas em meio de cultura WPM suplementado com sacarose 

como fonte de carbono nas concentrações 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM, na 

presença ou ausência de glutamina como fonte de nitrogênio. As cores dos 

espectros se referem aos tratamentos: 58,4 mM; 58,4 mM + glutamina; 87,6 

mM; 87,6 mM + glutamina; 116,8 mM; 116, 8 mM + glutamina. 
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Tabela 6: Valores de número de ondas onde ocorreu a formação de picos de 

absorbância na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) (3000 – 500 ondas.cm
-1

) dos extratos metanol:clorofórmio de culturas 

embriogênicas cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com sacarose 

como fonte de carbono nas concentrações 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM na 

presença ou ausência de glutamina como fonte de nitrogênio. 

Tratamento Número de ondas (cm
-1

) 

58,4 mM; 2925,8; 2853,47; 1743,52; 1597,91; 1516,9; 1457,11; 

1417,58; 1380,93; 1235,32; 1075,24; 1054,98; 

926,73; 876,58; 823,54; 777,26 

58,4 mM + 

glutamina 

2923,81; 2852,51; 1737,74; 1595,98; 1516,9; 1462,9; 

1410,83; 1227,6; 1055,95; 925,76; 719,4; 588,25 

87,6 mM 2924,83; 2853,47; 1740,63; 1616,23; 

1515,94;1455,18; 1415,65; 1235,32; 1055,95; 

926,73; 777,26; 699,14; 630,68; 601,75 

87,6 mM + 

glutamina  

2927,73; 2854,44; 1740,63; 1595,98; 1517,87; 

1407,93; 1262,32; 1077,16; 1054,02; 926,73; 870,8; 

827,4; 778,22; 628,75 

116,8 mM 2930,62; 2853,47; 1589,23; 1517,87; 1446,51; 

1408,9; 1077,16; 1053,06; 1029,91; 926,73; 869,83; 

830,29; 778,22; 624,89 

116, 8 mM + 

glutamina 

2922,91; 2852,51; 1740,63; 1595,98; 1454,22; 

1413,72; 1238,21; 1130,2; 1054,02; 999,05; 926,73; 

870,8; 777,26; 631,64; 596,92 

 

A Figura 24 apresenta o padrão espectroscópico das culturas 

embriogênicas do tipo diferenciada 2 crescidas em meio WPM 

suplementado com glucose em três concentrações, 58,4 mM, 87,6 mM, 

116,8 mM, adicionados ou não de glutamina. É possível observar que a 

cultura embrionária crescida em meio WPM com 58,4 mM de glucose 

sem a adição de glutamina e 116,8 mM também sem glutamina foram as 

únicas que não apresentaram um pico bem pronunciado na região de 

2850 ondas.cm
-1 

(Tabela 7). Os picos obtidos a partir das culturas 

suplementadas com glucose (Figura 24) se assemelham com os obtidos 

nas culturas crescidas em meio de cultura suplementado com sacarose 

(Figura 23), principalmente nas regiões relacionadas aos metabólitos 

primários, lipídios (2924, 2853, 1740 ondas.cm
-1

), proteínas (1650-1500 

ondas.cm
-1

), carboidratos (1200-950 ondas.cm
-1

).  
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Figura 24: Espectros de FT-IR (3000 – 500 ondas.cm
-1

) dos extratos 

metanol:clorofórmio de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo 

diferenciada 2, crescidas em meio de cultura WPM suplementado com glucose 

como fonte de carbono nas concentrações 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM na 

presença ou ausência de glutamina como fonte de nitrogênio. As cores dos 

espectros se referem aos tratamentos: 58,4 mM; 58,4 mM + glutamina; 87,6 

mM; 87,6 mM + glutamina; 116,8 mM; 116, 8 mM + glutamina. 
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Tabela 7: Valores de número de ondas onde ocorreu a formação de picos de 

absorbância na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR) (3000 – 500 ondas.cm-1) dos extratos metanol:clorofórmio de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em 

meio de cultura WPM suplementado com glucose como fonte de carbono nas 

concentrações 58,4 mM, 87,6 mM e 116 mM na presença ou ausência de 

glutamina como fonte de nitrogênio. 

 

Tratamento Número de ondas (cm
-1

) 

58,4 mM; 2937,37; 1595,01; 1517,87; 1407,93; 1263,28; 

1080,06; 1054,98;  927,69; 873,69; 827,4; 776,29; 

672,14 

58,4 mM + 

glutamina 

2922,91; 2852,51; 1735,81; 1598,87; 1515,94; 

1454,22; 1419,5; 1379,97; 1269,07; 1238,21; 

1077,16; 1052,09; 928,66; 889,12; 822,58; 773,4; 

714,57; 630,68; 587,28 

87,6 mM 2922,91; 2852,51; 1741,59; 1595,98; 1517,87; 

1461,94;  1415,65; 1379; 1231,46; 1138,88; 1071,38; 

1056,91; 926,73; 874,65; 832,22; 720,36 

87,6 mM + 

glutamina  

2926,76; 2854,44; 1733,88; 1635,52; 1597,91; 

1516,9; 1451,33; 1413,72; 1239,17; 1078,13; 

1055,95; 925,76; 869,83; 820,65; 777,26; 702,04; 

637,04 

116,8 mM 2936,41; 1584,41; 1518,83; 1449,4; 1406,97; 

1266,17; 1079,09; 1051,13; 926,73; 872,73; 776,29; 

670,21 

116, 8 mM + 

glutamina 

2925,8; 2852,51; 1737,74; 1694,34; 1641,3; 1581,51; 

1517,87; 1462,9; 1410,83; 1386,72; 1231,46; 

1078,13; 1054,02; 926,73; 889,12; 719,4; 589,21 

 

Com relação aos espectros apresentados na Figura 25 e Tabela 

8, todas as culturas embriogênicas apresentaram picos na região que 

compreende carboidratos (1200-950 ondas.cm
-1

). No entanto, a cultura 

embriogênica friável foi a única a apresentar picos nas três regiões 

referentes a lipídios (2920, 2850, 1740 ondas.cm
-1

). Os embriões 

somáticos cotiledonares maduros apresentaram vários picos nas regiões 

que compreendem compostos de origem aromática (2000-1700 e 800-

600 ondas.cm
-1

), enquanto culturas embriogênicas do tipo diferenciado 

1 não apresentou picos definidos nessas regiões (Tabela 8). 
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Figura 25: Espectros de FT-IR (3000 – 500 ondas.cm
-1

) dos extratos 

metanol:clorofórmio de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis dos 

tipos friável, diferenciado 1, diferenciado 2 e embriões somáticos no estágio 

cotiledonar, cultivados em meio de cultura WPM suplementado com sacarose 

58,4 mM, após 4 semanas de cultivo. As cores dos espectros referem-se as 

culturas embriogênicas: Friável; Diferenciado 1 ; Diferenciado 2; Embrião 

somático cotiledonar. 
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Tabela 8: Valores de número de ondas onde ocorreu a formação de picos de 

absorbância na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(FT-IR) (3000 – 500 ondas.cm
-1

) dos extratos metanol:clorofórmio de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis dos tipos friável, diferenciada 1, 

diferenciada 2 e embriões somáticos no estágio cotiledonar maduros, cultivados 

em meio de cultura WPM suplementado sacarose 58,4 mM, após 4 semanas de 

cultivo. 

 

 A Figura 26 apresenta os perfis espectrais de culturas 

embriogênicas do tipo diferenciada 2, obtidos ao longo das semanas de 

cultivo. Como observado nos espectros analisados anteriormente, houve 

picos pronunciados nas regiões relativas a produtos do metabolismo 

primário (lipídios, proteínas e carboidratos).  Onde as culturas com três 

semanas apresentaram o menor número de picos pronunciados (12), 

enquanto as culturas com seis semanas apresentaram 16 picos. Além 

disso, como observado na Tabela 9, culturas com 3 semanas não 

apresentaram picos pronunciados na faixa espectral referente a lipídios 

(2924, 2853, 1740 ondas.cm
-1

), e culturas com 4 semanas apresentaram 

apenas 1 pico pronunciados na região espectral referente aos 

carboidratos (2000-1700) e um pico na região referente a compostos de 

origem aromática (800-600 ondas.cm
-1

). 

 

 
 

 

 

 

Tipo de cultura 

embriogênica 

Número de onda (cm
-1

) 

Friável 2919,05; 2850,58; 1735,81; 1626,84; 1575,73; 

1453,26; 1409,86; 1225,67; 1080,06; 1046,31; 

928,66; 889,12; 644,18 

Diferenciado 1 2929,66; 1584,41; 1406,97; 1079,09; 1050,16; 

927,69; 875,62; 677,93; 625,85 

Diferenciado 2 2929,66; 1574,76; 1407,93; 1079,09; 1054,02; 

1000,98; 925,76; 869,83; 827,4; 778,22; 669,25 

Embrião somático 

cotiledonar 

2933,51; 1593,08; 1517,87; 1407,93; 1264,25; 

1077,16; 1054,02; 926,73; 870,8; 829,33; 

777,26; 673,11; 630,68 
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Figura 26: Espectros de FT-IR (3000 – 500 ondas.cm
-1

) dos extratos 

metanol:clorofórmio de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo 

diferenciada 2, cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com 

sacarose 58,4 mM, após 2, 3, 4 ou 6 semanas de cultivo. As cores dos espectros 

referem-se aos tratamentos: 2 semanas; 3 semanas; 4 semanas; 6 semanas. 
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Tabela 9: Valores de número de ondas onde ocorreu a formação de picos de 

absorbância na espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 

(FT-IR) (3000 – 500 ondas.cm
-1

) dos extratos metanol:clorofórmio de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em 

meio de cultura WPM suplementado com sacarose 58,4 mM, após 2, 3, 4 ou 6 

semanas de cultivo. 

Tempo de 

cultivo 

(semanas) 

Número de onda (cm
-1

) 

2 2924,83; 2853,47; 1735,81; 1574,76; 1517,87; 

1455,18; 1408,9; 1258,46; 1076,2; 1054,02; 925,76; 

775,33; 633,57 

3 2935,55; 1580,55; 1517,87; 1408,9; 1264,25; 

1076,2; 1052,09; 925,76; 872,73; 777,26; 631,64; 

589,21 

4 2923,87; 2852,51; 1741,59; 1695,3; 1642,27; 

1588,26; 1516,9; 1462,9; 1414,68; 1383,82; 

1231,46; 1079,09; 1053,06;  926,73; 889,12; 720,36 

6 2924,83; 2852,51; 1729,06; 1636,48; 1619,12; 

1519,9; 1453,26; 1414,68; 1238,21; 1101,31; 

1057,24; 1053,06; 1031,84; 925,76; 818,72; 776,29 

 

5.1.6 Espectrofotometria de varredura UV-Vis em culturas 

embriogênicas somáticas secundárias de OCOTEA CATHARINENSIS 

 

Os dados obtidos a partir da espectrofotometria de varredura 

UV-Vis foram submetidos à análise de componentes principais (PCAs), 

visando o agrupamento das amostras em função da similaridade da 

composição química. Em todas as análises realizadas foi possível 

observar que a janela espectral responsável pela distribuição das 

amostras ao longo dos eixos foi de 290 a 358 m, típica de compostos 

fenólicos.  

A dispersão das variáveis projetadas de forma bidimensional 

nos eixos PC1 e PC2 para as para as culturas embriogênicas dos tipos 

friável, diferenciado1, diferenciado 2 e para os embriões somáticos no 

estágio cotiledonar maduro, é observada na Figura 27. Os dois primeiros 
componentes principais (PC1 e PC2) contribuíram para explicar 99,31% 

da variância presente nos dados.  Assim, pode se observar uma clara 

separação entre as culturas embriogênicas do tipo diferenciado 2 em 

PC1 e PC2 (+) e embriões somáticos cotiledonar maduro em PC1(-). As 

culturas embriogênicas do tipo friável e diferenciado 1 foram agrupadas 
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em PC1 (+) e PC2 (-). As janelas espectrais (m) de maior influência 

para a distribuição no PCA foram 290-336 m possuindo correlação 

positiva com PC1, e 290-300 m que mostraram correlação negativa 

com PC2. 

 
 Figura 27: Distribuição fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na 

espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis dos tipos friável (FR), diferenciada 1 

(DF1), diferenciada 2 (DF2) e embriões somáticos no estágio cotiledonar (ESc), 

crescidas em meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 

121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, após 4 semanas de cultivo. 

 
 

A Figura 28 apresenta as informações geradas com a análise de 

PCA para os perfis espectrais das culturas embriogênicas do tipo 

diferenciada 2, ao longo das semanas de cultivo (2,3,4 e 6 semanas). O 

cálculo de PCA resolveu 99,44% da variabilidade amostral. As culturas 

embriogênicas crescidas por 2 e 6 semanas aparecem agrupados em PC1 

(-). As culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2 crescidas por 4 

semanas aparecem separados em PC2 (+) apresentando as maiores 

absorbâncias nos comprimentos de onda de 304 a 312 m e os embriões 

crescidos por 3 semanas em PC1 (+), que apresentaram as maiores 

absorbâncias nos comprimentos de onda de 290 a 304 m e de 314 a 

340m.  
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Figura 28: Distribuição fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na 

espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, crescidas em 

meio de cultura WPM suplementado com 58,4 mM de sacarose, 121 mM de 

sorbitol, 2,73 mM de glutamina, ao longo das semanas de cultivo: 2 semanas 

(2s), 3 semanas (3s), 4 semanas (4s), 6 semanas (6s). 

 
 

A Figura 29 mostra os resultados de PCA obtidos para as 

culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2, crescidas em meio de 

cultura contendo sacarose, nas concentrações de 58,4 mM, 87,6 mM, ou 

116,8 mM, na presença ou não de glutamina como fonte de nitrogênio, 

onde PC1 e PC2 explicaram 99,38% da variância dos resultados. A 

janela espectral de 290-370 m apresentou maior influencia na 

distribuição ao longo de PC1 e PC2. 

Como é possível observar na Figura 29, a PCA não apresentou 

agrupamentos claros entre os tratamentos, no entanto, cabe ressaltar que 

os tratamentos 58,4 mM com adição de glutamina (PC1 + e PC2 -) e 

87,6 mM sem adição de glutamina (PC1+) permaneceram bem 

distanciados dos demais tratamentos, sendo estes os tratamentos que 

apresentaram maiores picos de absorbância entre 326 e 358 m.  
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Figura 29: Distribuição fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na 

espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em 

meio de cultura WPM suplementado com sacarose, nas concentrações 58,4 mM, 

87,6 mM e 116,8 mM, na presença ou ausência de glutamina (2,73 mM), após 4 

semanas de cultivo. 

 

 
 

Para as culturas embriogênicas diferenciadas do tipo 2 crescidas 

em concentrações de glucose com e sem glutamina (Figura 30), pode se 

observar o agrupamento das amostras ao longo de PC1 (+), com exceção 

do tratamento com 58,4 mM de glucose com glutamina, que aparece em 

PC1  (-). A soma dos dois primeiros PC explicou 99,28% a variabilidade 

dos dados. A janela espectral compreendida entre 290-354 foi 

correlacionada positivamente com PC1 e entre 324-352 m 

positivamente com PC2.  
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Figura 30: Distribuição fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na 

espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extrato obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em 

meio WPM suplementado com glucose, nas concentrações 58,4 mM, 87,6 mM 

e 116,8 mM, na presença ou ausência de glutamina (2,73 mM), após 4 semanas 

de cultivo. 

 
 

A análise de PCA feita para as culturas embriogênicas do tipo 

diferenciado 2, crescidas em meio de cultura com variação nas fontes de 

açúcar álcool (sorbitol e manitol) na presença ou ausência de fontes de 

nitrogênio (prolina e glutamina) apresentou dois agrupamentos (Figura 

31) onde o primeiro agrupamento (PC1 -) é formado pelos tratamentos 

com sorbitol com glutamina, manitol e manitol com prolina e o segundo 

grupamento (PC1+) é formado pelos tratamentos com sorbitol, sorbitol 

com prolina e manitol com glutamina. Embora a janela espectral que 

tenha contribuído para estes agrupamentos esteja entre 290-344 m, 

foram observadas maiores absorbância neste intervalo para o segundo 

agrupamento.   
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Figura 31: Distribuição fatorial de PC1 e PC2 para os dados obtidos na 

espectrofotometria de varredura UV-Vis dos extratos obtidos a partir de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo diferenciada 2, cultivadas em 

meio de cultura WPM suplementado com sacarose 58,4 mM, 121 mM sorbitol 

ou 121 mM manitol, na ausência ou na presença de 2,73 mM de glutamina ou 

prolina, após 4 semanas de cultivo.  

 

 
 

5.2. EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA SECUNDÁRIA EM CULTURAS 

EMBRIOGÊNICAS DE OCOTEA CATHARINENSIS 

5.2.1. Efeito do tempo de desidratação sobre a embriogênese 

somática secundária  
 

Na Figura 32 estão ilustrados vários exemplos de embriogênese 

somática secundária a partir de estruturas embriogênicas de Ocotea 
catharinensis oxidadas, desidratadas ou encapsuladas em alginato. 

Observa-se que os embriões secundários surgem a partir dos tecidos dos 

embriões somáticos, mesmo estando estes oxidados (Figuras 32 A, D, F, 

G), encapsulados em alginato (Figuras 32 C, E) ou desidratados (B). 
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Figura 32: Embriogênese somática secundária em Ocotea catharinensis a partir 

de embriões somáticos oxidados (A, D, F, G), encapsulados em alginato de 

sódio (C,E) e desidratados (B). As setas indicam embriões somáticos no estágio 

cotiledonar inicial, ou mais desenvolvidos, produzidos a partir de embriões 

somáticos oxidados (observar a coloração escura), encapsulados ou 

desidratados. 
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Os resultados dos experimentos realizados para investigar a 

capacidade de embriogênese somática secundária, a partir das estruturas 

produzidas pelas culturas embriogênicas de O. catharinensis do tipo 

diferenciada 2, após diferentes tempos de desidratação, indicam que, no 

período de avaliação de quatro semanas, no tratamento com uma semana 

de desidratação, a taxa de embriogênese secundária foi de 98,35% mas 

não diferiu estatisticamente da observada no tratamento com duas 

semanas de desidratação (67,77%), sendo ambas, contudo, superiores às 

observadas para três (14,75%) e quatro (0%) semanas de desidratação 

(Figura 33). Entretanto, a partir do intervalo de avaliação de oito 

semanas foram detectadas diferenças estatísticas entre todos os 

tratamentos e a taxa máxima de embriogênese secundária obtida para o 

tratamento de uma semana de desidratação (98,35%) foi 

significativamente superior às obtidas nos demais tratamentos, 

respectivamente, 88,66%, 63,68% e 12,72%, para duas, três e quatro 

semanas de desidratação.  

 
Figura 33: Porcentagem de embriogênese secundária em culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis submetidas à desidratação por 1, 2, 3 e 

4 semanas,  após 12 semanas de cultivo em meio de cultura padrão WPM 

suplementado com sacarose 58,4 mM, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de 

glutamina, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativo e 2 g.L
-1

 de Phytagel. Médias de vinte 

repetições seguidas por letras diferentes, em cada período de avaliação, diferem 

significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 
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Observa-se ainda, na Figura 33, que as culturas desidratadas por 

duas semanas apresentaram o valor máximo de 88,66% de 

embriogênese secundária, já na oitava semana de cultivo, enquanto que 

nas culturas embriogênicas desidratadas durante três semanas houve um 

atraso na iniciação da embriogênese secundária, e a maior taxa de 

embriogênese secundária alcançada neste tratamento foi 63,68%, no 

período de avaliação de doze semanas. Nas culturas embriogênicas 

desidratadas durante quatro semanas foi observada uma baixa taxa de 

embriogênese secundária, não ultrapassando 12,72%. Nas culturas 

embriogênicas desidratadas por cinco semanas não foi detectada 

embriogênese secundária.  

Na Figura 34 estão representados os valores de teor de água das 

culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis recém retiradas do meio 

de cultura (0) e ao longo das cinco semanas de desidratação. Embriões 

recém retirados do meio de cultura apresentam em média 9,5 mg H2O . 

mg MS
-1

, e 90,27% de água. Conforme o demonstrado na Tabela 10, 

após uma semana de desidratação houve a diminuição de 5,98% no teor 

de água. Na segunda e terceira semana o teor de água se mantém 

semelhante, sendo que da terceira para a quarta semana de desidratação, 

o teor de água diminui drasticamente, aproximadamente 2,8 mg H2O . 

mg MS
-1

 (Tabela 10). O teor de água na quinta semana se assemelha ao 

encontrado após 4 semanas de desidratação. 
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Figura 34: Valores médios de teor de água (mg H2O . mg MS
-1

) ± desvio 

padrão em culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis submetidas à 

desidratação por 1, 2, 3, 4 e 5 semanas e inoculadas em meio de cultura WPM 

suplementado com sacarose 58,4 mM, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de 

glutamina, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativo e 2 g.L
-1

 de Phytagel. Cada tratamento foi 

realizado com vinte repetições. Letras diferentes indicam diferenças estatísticas 

entre os períodos de desidratação de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 

 

 
Tabela 10: Teor de água (% da massa fresca) ± desvio padrão de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis submetidos à desidratação por 1, 2, 3, 4 

e 5 semanas.  

Período de desidratação 

(semanas) 

Teor de água (%)
a
 

0 90,27 ± 1,63 d 

1 84,29 ± 1,75 c 

2 71,33 ± 1,13 b 

3 74,59 ± 0,54 b 

4 15,28 ± 2,46 a 

5 16,22 ± 9,21 a 
a 

Valores médios 
 
± desvio padrão de 20 repetições. Letras similares na coluna 

não indicam diferenças significativas entre os tratamentos de acordo com o teste 

de Tukey (p≤0,05). 
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5.2.2 Efeito das formulações salinas de meios de cultura e de 

fontes de carbono, em diferentes concentrações, sobre a 

embriogênese somática secundária 

 

5.2.2.1 Efeito de concentrações de fontes de carbono em combinação 

com o meio de cultura WPM sobre a embriogênese somática 

secundária 

 

Nas Figuras 35, 36 e 37 estão os resultados de embriogênese 

somática secundária em função do tempo de cultivo, obtidos em meio de 

cultura WPM suplementado com concentrações crescentes (58,4 mM, 

87,6 mM e 116,8 mM) de sacarose, glucose e frutose a partir de culturas 

desidratadas por duas semanas. Na presença de sacarose (Figura 35) 

houve embriogênese secundária em todos os tratamentos, já detectada 

na segunda semana de avaliação (45,26%), sendo que na sexta semana a 

maior porcentagem observada (88,66%) foi no tratamento com 58,4 mM 

de sacarose. Este valor diferiu significativamente do valor obtido com 

116,8 mM (67,72%), sendo similar ao verificado com 87,6 mM 

(85,52%).  

Na presença de glucose, verifica-se pela Figura 36 que, em todos os 

períodos de avaliação, as maiores porcentagens de embriogênese 

secundária (58,32%, 73,01% e 83,97%, respectivamente após duas, 

quatro e seis semanas de avaliação) foram obtidas no tratamento com 

116,8 mM de glucose e diferiram significativamente dos demais 

tratamentos.  
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Figura 35: Porcentagem de embriogênese somática secundária de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM suplementado 

com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 

g.L
-1

 de Phytagel e com diferentes concentrações de sacarose (58,4 mM, 87,6 

mM, 116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com vinte repetições. Letras 

diferentes indicam diferenças estatísticas entre as concentrações de sacarose, em 

cada período de avaliação, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 36: Porcentagem de embriogênese somática secundária de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM suplementado 

com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 

g.L
-1

 de Phytagel e com diferentes concentrações de glucose (58,4 mM, 87,6 

mM, 116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repetições. Letras 

diferentes indicam diferenças estatísticas entre as concentrações de glucose, em 

cada período de avaliação, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 

As taxas de embriogênese somática secundária obtidas no meio 

de cultura suplementado com frutose (Figura 37) foram baixas, 

chegando ao máximo de 14,22%, na concentração de 87,6 mM de 

frutose, na sexta semana de cultivo, e, em todos os períodos de avaliação 

não foram detectadas diferenças significativas entre as concentrações de 

frutose utilizadas. 
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Figura 37: Porcentagem de embriogênese somática secundária de culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM suplementado 

com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 

g.L
-1

 de Phytagel e com diferentes concentrações de frutose (58,4 mM, 87,6 

mM, 116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repetições. Letras 

diferentes indicam diferenças estatísticas entre as concentrações de frutose, em 

cada período de avaliação, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 

 
 

 

Quando se analisa a eficiência da fonte de carbono, em cada 

concentração, observa-se pela Tabela 11 que, na concentração de 58,4 

mM e 87,6 mM, os maiores valores de embriogênese somática 

secundária foram obtidos para sacarose (45,26%, 67,78% e 88,66% para 

58,4 mM, 22,19%, 55,56% e 85,52% para 87,6 mM), em todos os 

tempos de cultivo e diferiram significantemente dos tratamentos com 

glucose e frutose. Contudo, com 116,8 mM, as maiores taxas de 

embriogênese somática secundária ocorreram com glucose, nos tempos 

de avaliação de duas e quatro semanas (58,32% e 73,01%, 

respectivamente), mas na sexta semana as taxas máximas de 

embriogênese somática secundária observadas com sacarose alcançaram 

valor estatisticamente semelhante ao valor máximo observado com 

glucose. Observa-se ainda, pela Tabela 11 que valores máximos de 
embriogênese somática secundária, variando entre 83,97% e 88,66%) 

foram obtidos após seis semanas de avaliação, nas concentrações de 

sacarose de 58,4 mM e 87,6 mM e com 116,8 mM de glucose.  
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Tabela 11: Comparação do efeito de diferentes fontes de carbono sobre a 

embriogênse somática secundária (%) de culturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis em meio de cultura WPM, suplementado com 2,73 mM de 

glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de Phytagel, 

em cada uma das concentrações estudadas (58,4 mM, 87,6 mM, 116,8 mM), nos 

diferentes períodos de avaliação.   

 

Concentração 

(mM) 

Fontes de 

carbono 

Períodos de avaliação (semanas)
a 

2 4 6 

58,4 Sacarose 45,25 c 67,78 c 88,66 c 

 Glucose 15,86 b 38,23 b 59,09 b 

 Frutose 4,00 a 6,44 a 6,22 a 

     

87,6 Sacarose 22,19 b 55,56 b 85,52 b 

 Glucose 0 a 14,78 a 25,11 a 

 Frutose 3,78 a 3,78 a 14,22 a 

     

116,8 Sacarose 28,20 b 51,08 b 67,72 b 

 Glucose 58,32 c 73,01 c 83,97 b 

 Frutose 3,33 a 4,88 a 7,33 a 
a
 Valores médios de quinze repetições, em cada concentração de fonte de 

carbono e em cada período de avaliação, seguidas por letras semelhantes não 

diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05).  

 

5.2.2.2 Efeito de concentrações de fontes de carbono em combinação 

com o meio de cultura MS sobre a embriogênese somática 

secundária 

 

 Nas Figuras 38, 39 e 40 estão os resultados de embriogênese 

somática secundária em função do tempo de cultivo, obtidos em meio de 

cultura MS suplementado com concentrações crescentes (58,4 mM, 87,6 

mM e 116,8 mM) de sacarose, glucose e frutose a partir de culturas 

desidratadas por duas semanas. Na presença de sacarose (Figura 38) 

observa-se que houve embriogênese secundária em todos os 

tratamentos, mas a maior porcentagem de embriogênese secundária 

(21,33%) foi observada na concentração de 87,6 mM na décima semana 

de avaliação, sendo que, em cada período de avaliação não foram 

detectadas diferenças significativas entre as concentrações utilizadas.  
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Figura 38: Porcentagem de embriogênese secundária de culturas embriogênicas 

de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS suplementado com 2,73 mM 

de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de 

Phytagel e com diferentes concentrações de sacarose (58,4 mM, 87,6 mM, 

116,8 mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repetições. Letras 

semelhantes não indicam diferenças estatísticas entre as concentrações de 

sacarose, em cada período de avaliação, de acordo com o teste de Tukey 

(p≤0,05). 

 
 

Quando o meio foi suplementado com glucose verifica-se, pela 

Figura 39, que nos períodos de avaliação de oito e dez semanas, as 

maiores porcentagens de embriogênese secundária (17,67% e 26,39%, 

respectivamente) foram obtidas no tratamento com 58,4 mM. As 

concentrações de 87,6 mM e 116,8 mM inibiram significativamente a 

embriogênese secundária nestes períodos de avaliação. Nos demais 

períodos de avaliação não foram detectadas diferenças significativas 

entre as concentrações de glucose. 

Quando as culturas embriogênicas desidratadas foram 

cultivadas em meio de cultura  MS suplementado com frutose (Figura 

40), foram observadas as maiores porcentagens de embriogênese 

secundária, em todos os períodos de avaliação (43,30%; 44,41%; 

50,25% e 55,36%, respectivamente após três, quatro, cinco e seis 

semanas de avaliação), na concentração de 116,8 mM, enquanto que nas 

concentrações de 58,4 mM e 87,6 mM não foram detectadas diferenças 

entre os tratamentos, em nenhum dos períodos avaliados. Apesar do 

maior valor de porcentagem de embriogênese secundária ter sido 
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observado após a sexta semana de cultivo, houve a senescência das 

culturas, que não sobreviveram  até a décima semana, como nas culturas 

suplementadas com as outras fontes de carbono.  

 
Figura 39: Porcentagem de embriogênese secundária de culturas embriogênicas 

de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS suplementado com 2,73 mM 

de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de 

Phytagel e com diferentes concentrações de Glucose (58,4 mM, 87,6 mM, 116,8 

mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repetições. Letras diferentes 

indicam diferenças estatísticas entre as concentrações de sacarose, em cada 

período de avaliação, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 
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Figura 40: Porcentagem de embriogênese secundária de culturas embriogênicas 

de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS suplementado com 2,73 mM 

de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de 

Phytagel e com diferentes concentrações de frutose (58,4 mM, 87,6 mM, 116,8 

mM). Cada tratamento foi realizado com quinze repetições. Letras diferentes 

indicam diferenças estatísticas entre as concentrações de sacarose, em cada 

período de avaliação, de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). 

 

 
 

 

Quando se compara a eficiência da fonte de carbono, em meio 

de cultura MS, em cada concentração, observa-se pela Tabela 12 que, na 

concentração de 58,4 mM não foram detectadas diferenças significativas 

entre as fontes de carbono em nenhum dos períodos analisados. Na 

concentração de 87,6 mM, a frutose induziu taxas de embriogênese 

secundária significativamente maiores em todos os períodos de 

avaliação (14,89%; 15,84%; 16,95% e 22,35%). Contudo, taxas ainda 

maiores de embriogênese secundária foram observadas com 116,8 mM 

de frutose, em todos os períodos (44,41%; 50,25% e 55,36%, 

respectivamente, após quatro, cinco e seis semanas de avaliação). É 

possível observar ainda, na Tabela 12 que, no meio de cultura MS a 

máxima taxa de embriogênese secundária (55,36%) foi obtida com 
116,8 mM de frutose, após seis semanas de avaliação, enquanto que em 

todos os outros tratamentos os valores não foram superiores a 31,56%. 
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Tabela 12: Efeito de fontes de carbono sobre a embriogênse secundária (%) de 

culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis em meio de cultura MS, 

suplementado com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de 

carvão ativado, 2 g.L
-1

 de Phytagel,  em cada uma das concentrações estudadas 

(58,4 mM, 87,6 mM, 116,8 mM), nos diferentes períodos de avaliação.   

Concentração 

(mM) 

Fontes de 

carbono 

Períodos de avaliação (semanas)
a 

3 4 5 6 

58,4 Sacarose 6,29 a 13,30 a 13,30 a 13,30 

a 

 Glucose 4,67 a 13,06 a 17,67 a 26,39 

a 

 Frutose 10.22 

a 

12,89 a 16,89 a 31,56 

a 

      

87,6 Sacarose 5,33 a 10,67 

ab 

13,33 

ab 

21,33 

b 

 Glucose 0 a 2,67 a 2,67 a 2,67 a 

 Frutose 14,89 

b 

15,84 

b 

16,95 

b 

22,35 

b 

      

116,8 Sacarose - 1,91 a 3,24 a 5,52 a 

 Glucose - 3,78 a 3,78 a 3,78 a 

 Frutose - 44,41 

b 

50,25 

b 

55,36 

b 
a
 Valores médios de quinze repetições, em cada concentração de fonte de 

carbono e em cada período de avaliação, seguidas por letras semelhantes não 

diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05). Para 116,8 

mM não foram realizadas observações. 

 

 

5.2.3. Efeito do período de desidratação, sorbitol e fontes de 

carbono, em meio de cultura WPM, sobre a embriogênese 

somática secundária 

 

 Os resultados da Tabela 13 indicam que a embriogênese 

somática secundária nas culturas desidratadas por 4 semanas e 

cultivadas em glucose começou a ocorrer apenas após 14 semanas do 
início do experimento, enquanto que nos demais tratamentos, tanto na 

presença como na ausência do sorbitol,  já na oitava semana de 

avaliação foi detectada embriogênese secundária, apesar das 

porcentagens serem baixas, variando entre 3,56% e 15,11%.  
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Tabela 13: Embriogênese somática secundária (%), durante 16 semanas de 

cultivo, a partir de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis desidratadas 

por 2 e 4 semanas e cultivadas em meio de cultura WPM suplementado com 

2,73 mM de glutamina, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de Phytagel e com 

58,4 mM de sacarose ou 116,8 mM de glucose, na ausência ou presença de 121 

mM de sorbitol.  

Período 

de 

desidra-

tação 

Fontes 

de 

carbono 

Sorbitol 

(mM) 

Período de cultivo (semanas)
a 

(semanas)   8 10 12 14 16 

2 Sacarose 0 15,1

1 a 

20,2

2 ab 

25,5

6 ab 

30,6

7 ab 

30,6

7 

bcd 

  121 13,1

1 a 

25,1

1 b 

31,5

6 b 

34,0

0 b 

34,0

0 d 

 Glucose 0 3,78 

a 

4,89 

ab 

6,22 

a 

14,0

0 ab 

14,0

0 

abcd 

  121 3,56 

a 

13,5

6 ab 

16,2

2 ab 

20,2

2 ab 

22,6

7 

bcd 

4 Sacarose 0 3,78 

a 

5,11 

a 

6,44 

a 

9,11 

a 

9,11 

abc 

  121 5,68 

a 

9,08 

ab 

10,1

7 ab 

11,2

8 ab 

12,3

9 

abcd 

 Glucose 0 0 a 0 a 0 a 0 a 1,33 

a 

  121 0 a 0 a 0 a 0 a 4,00 

ab 
a
 Valores médios de quinze repetições em cada período de avaliação, seguidas 

por letras semelhantes não diferem significativamente de acordo com o teste de 

Tukey (p≤0,05).  

 

Nos demais períodos de cultivo verifica-se que as porcentagens de 

embriogênese secundária no tratamento com 2 semanas de desidratação, 

sacarose e com sorbitol (25,11%; 31,56%; 34%, respectivamente) foram 
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significativamente maiores do que as observadas no tratamento com 4 

semanas de desidratação, sacarose e sem sorbitol (5,11%; 6,44% e 

9,11%, respectivamente. Para as culturas mantidas em meio de cultura 

contendo glucose, na presença ou ausência de sorbitol, a análise 

estatística apenas foi possível após 16 semanas, devido ao atraso na 

indução da embriogênese secundária. O maior valor de embriogênese 

secundária ocorreu no tratamento em que as culturas foram desidratadas 

durante duas semanas, introduzidas no meio de cultura contendo 

sacarose, na presença de sorbitol e após 16 semanas de cultivo. 

Entretanto, esse valor não diferiu estatisticamente dos demais 

tratamentos, exceto dos tratamentos de 4 semanas de desidratação, com 

sacarose, sem sorbitol e dos tratamentos com glucose.  

 

5.2.4. EFEITO DAS BAIXAS TEMPERATURAS SOBRE A EMBRIOGÊNESE 

SOMÁTICA SECUNDÁRIA 

 

 Os resultados da Tabela 14 apresentam as porcentagens de 

embriogênese somática secundária obtidas, nos diferentes períodos de 

avaliação, a partir de culturas embriogênicas desidratadas submetidas 

aos seguintes tratamentos: 1-desidratação por 2 semanas a 25C e 

manutenção a 5C por 2 semanas antes da inoculação em meio de 

cultura, 2-desidratação por 2 semanas a 25C e inoculação em meio de 

cultura, 3- desidratação por  2 semanas a 25C e manutenção por mais 2 

semanas a 25C e transferência para o meio de cultura. As culturas 

mantidas a 25C começaram a apresentar embriogênese somática 

secundária a partir da primeira semana de cultivo, enquanto que, nas 

culturas mantidas a 5C a embriogênese secundária foi observada a 

partir da terceira semana de cultivo e nas culturas mantidas por 4 

semanas a 25C, apenas após 7 semanas de cultivo. Os valores de 

embriogênese somática secundária observados para as culturas mantidas 

por 2 semanas a 25C foram significativamente maiores do que os 

demais tratamentos, em todos os períodos de avaliação,  alcançando o 

máximo de 88,65%, na sexta semana de avaliação. As taxas de 

embriogênese somática secundárias observadas nas culturas mantidas a 

5C foram significativamente maiores do que as das culturas mantidas 

por 4 semanas a 25C, alcançando a taxa máxima de 33,80%, na décima 

semana de cultivo.  
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Os embriões somáticos que foram desidratados por 2 semanas 

em temperatura ambiente e transferidos para a geladeira (5ºC) por 4 

semanas, congelador (0ºC) e freezer    (-20ºC) por 2 e 4 semanas não 

apresentaram embriogênese secundária no período avaliado de 10 

semanas. 

 
Tabela 14: Efeito da baixa temperatura sobre a embriogênese somática 

secundária (%) de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis desidratadas 

por duas semanas, mantidas por duas semanas a 5C ou a 25C e cultivadas em 

meio de cultura WPM suplementado com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de 

sorbitol, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de Phytagel e 58,4 mM de sacarose. 

  

Tratamentos Períodos de avaliação (semanas)
a 

2 4 6 8 12 

2 semanas a  25C 45,25 67,77 

b 

88,65 

b 

88,65 

c 

88,65 

c 

4 semanas a 25C 0 0 0 3,44 

a 

24,20 

a 

2 semanas a  25C + 2 semanas 

a 5C 

0 9,11 

a 

19,78 

a 

31,33 

b 

33,80 

b 
a
Valores médios de quinze repetições seguidas por letras semelhantes não 

diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05).  

 

5.2.5. Efeito de Luz e Escuro sobre a embriogênese somática 

secundária 

 

 Na Tabela 15 estão representadas as taxas de porcentagem de 

embriogênese somática secundária de culturas desidratadas por duas 

semanas, transferidas para o meio de cultura WPM contendo 58,4 mM 

de sacarose ou 116,8 mM de glucose e mantidas na luz ou no escuro, 

após 4 e 8 semanas de avaliação. Observa-se que, no escuro, as taxas de 

embriogênese somática secundária obtidas, tanto em sacarose 58,4 mM 

como em glucose 116,8 mM, foram significativamente menores, após 4 

semanas de avaliação (7,39% e 7,24%, respectivamente) e após 8 

semanas de avaliação (19,84% e 47,36%, respectivamente), do que as 

observadas nas culturas mantidas na luz, nas mesmas concentrações de 

fontes de carbono (67,77% e 73,01%, respectivamente, após 4 semanas 

e 88,6% e 83,98%, respectivamente, após 8 semanas). 
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Tabela 15: Efeito de luz e escuro e diferentes fontes de carbono sobre as taxas 

de embriogênese somática secundária (%) de culturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis desidratadas por duas semanas e cultivadas em meio de cultura 

WPM suplementado com 2,73 mM de glutamina, 121 mM de sorbitol, 1,5 g.L
-1

 

de carvão ativado, 2 g.L
-1

 de Phytagel e 58,4 mM de sacarose ou 116,8 mM de 

glucose. 

a
 Valores médios de quinze repetições seguidas por letras semelhantes não 

diferem significativamente de acordo com o teste de Tukey (p≤0,05).  

5.3 CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA DE EMBRIÕES SOMÁTICOS DE 

Ocotea catharinensis 

 Os testes histoquímicos, cujos resultados são mostrados abaixo, 

foram conduzidos com quatro tipos de materiais: 1- embriões 

secundários originados a partir de estruturas desidratadas produzidas a 

partir de culturas embriogênicas tipo diferenciada 2; 2- estruturas 

globulares produzidas a partir das culturas embriogênicas do tipo 

diferenciada 1; 3- estruturas cotiledonares iniciais produzidas a partir de 

culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2; 4- embriões zigóticos no 

estágio cotiledonar maduro.  

 

5.3.1 Teste histoquímico do Coumassie Briliant Blue (CBB) 

 

 Quando se observa a Figura 41 como um todo é possível 

perceber a tendência das reações das células ao CBB se tornarem menos 

intensas na medida em que aumenta o nível de diferenciação das 

estruturas embriogênicas estudadas.   

As análises citoquímicas com CBB indicam intensa reação das 

células dos embriões secundários no estágio globular, originados a partir 

das estruturas desidratadas produzidas pelas culturas embriogênicas do 

tipo 2, especialmente na imagem mostrada na Figura 41 C. Observa-se a 

presença predominante de células com citoplasma e núcleos grandes 

Condição de 

luminosidade 

Tipos de 

fontes de 

carbono 

Concentração da 

fonte de carbono 

(mM) 

Período de 

avaliação 

(semanas)
a
 

4 8 

Luz Sacarose 58,4 67,77 b 88,6 b 

 Glucose 116,8 73,01 b 83,98 b 

Escuro Sacarose 58,4 7,39 a 19,84 a 

 Glucose 116,8 7,24 a 47,36 a 
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fortemente coradas pelo CBB (Figura 41 – B e C), indicando a 

característica meristemática dos tecidos localizados na maior parte da 

estrutura globular. Observa-se pela Figura 41 B, que os vacúolos das 

células aumentam de tamanho na medida em que se caminha para o 

interior da estrutura. Na Figura 41 B houve a presença de um grupo de 

células com as mesmas características anteriores, e um grupo mais para 

o interior, cujas células se assemelham mais às células da Figura 41 A. 

Tais, células correspondem às corticais da estrutura embriogênica 

desidratada, que apresentam pouco conteúdo proteico em seu 

citoplasma, sendo que este conteúdo está localizado mais próximo à 

parede celular (Figura 41 A). Estas células apresentam vacúolos que, na 

maior parte, ocupam grande parte das mesmas, em que as reações 

positivas ao CBB se restringiram às finas porções do citoplasma na 

região periférica celular.  

 Estruturas globulares tipo diferenciada 1, quando submetidas ao 

CBB, reagiram intensamente ao teste e é possível observar que a região 

mais externa da estrutura apresenta grande conteúdo proteico em seu 

citoplasma (Figura 41 E, F), com características parecidas com as 

estruturas da Figura 41 B e C, mas com algumas diferenças, pois as 

células que se coram intensamente e totalmente com o CBB, 

apresentando grandes núcleos também corados, deixam de predominar e 

estão restritas à periferia da estrutura enquanto que, tendem a 

predominar, as células vacuoladas, cujos vacúolos aumentam de 

tamanho nos tecidos localizados mais no interior da estrutura. Nota-se 

que os grandes núcleos corados das células já apresentam algum nível 

de vacuolização, como as mostradas na Figura 41 E, deixam de aparecer 

quando se observa as células do interior da estrutura. Outra diferença em 

relação à estrutura da Figura 41 B e C é a presença da protoderme bem 

organizada, com células pequenas com grande núcleo, com um ou mais 

nucléolos, aparentemente sem vacúolo (Figura 41 E), enquanto as 

células corticais apresentam núcleo parietal devido à presença de 

vacúolo (Figura 41 D).  

As células da estruturas no estágio cotiledonar inicial 

produzidas pelas culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2 reagiram 

ao CBB de forma parecida às descritas anteriormente,  para as estruturas 

tipo diferenciada 1, mas é evidente o predomínio de células mais 
vacuoladas (Figura 41 H, I), em que a reação ao CBB parece menos 

intensa, com a presença de pequenas vesículas no interior das células e 

com núcleos bem corados, com nucléolos evidentes.   
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As células dos embriões somáticos no estágio cotiledonar 

maduro reagiram mais fracamente ao CBB, em relação às demais 

estruturas descritas acima, e verifica-se a presença da protoderme bem 

definida, com pequenas células e grandes núcleos, intensamente corados 

e com pouco ou nenhum vacúolo (Figura 41 J). Na região cortical, mais 

para o interior da estrutura, é possível observar que predominam as 

células que, além de maiores, apresentam grandes vacúolos, núcleo 

parietal, com nucléolo(s) visível(eis) e que reagiram fracamente ao 

CBB, apenas no citoplasma situado na região  periférica das células, não 

possuindo muito conteúdo proteico no citoplasma. 
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Figura 41: Secções histológicas de estruturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis crescidas em meio WPM suplementado com 58,4 mM de 

sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, após 4 semanas de 

cultivo, submetidos ao teste histoquímico com CBB. A, B, C: Embriões 

somáticos secundários produzidos a partir de embriões desidratados; D, E, F: 

Estruturas globulares de culturas embriogênicas do tipo Diferenciado1; G, H, I: 

Estruturas cotiledonares iniciais de culturas embriogênicas do tipo Diferenciado 

2; J, K, L: Embrião somático no estágio cotiledonar maduro. Grande núcleo 

com nucléolos evidente (nu), corpos protéicos (setas), e a protoderme (*). 
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5.3.2 Teste histoquímico do Azul de Toluidina (AT-O) 

 

 A Figura 42 B mostra dois grupos de células distintas. Um deles 

pertencente ao embrião somático secundário novo, regenerado a partir 

de estruturas embriogênicas produzidas pelas culturas embriogênicas do 

tipo diferenciada 2, após desidratação e cujos células reagiram 

ortocromaticamente ao AT-O, apresentando citoplasma levemente 

corado e células vacuoladas, predominantemente, entremeadas por 

algumas células totalmente coradas. No outro grupo de células, 

pertencente às estruturas embriogênicas desidratadas, onde a reação 

ortocromática ao AT-O foi ainda mais leve, os detalhes destas células 

são mostrados na Figura 42 C. Onde as células das estruturas 

embriogênicas desidratadas (Figura 42 C), apresentam pequenos 

grânulos, semelhantes aos que aparecem na Figura 42 I, nas células das 

estruturas produzidas pelas culturas do tipo diferenciada 2, e parecem 

acumular compostos não identificados.  

Na Figura 42 D e E se observa as estruturas globulares 

produzidas pelas culturas embriogênicas do tipo diferenciada 1, que 

apresentam a protoderme e as células abaixo da mesma, com citoplasma 

denso, onde é possível notar grande acúmulo de grânulos 

ortocromáticos, que coraram mais intensamente com o AT-O do que as 

células localizadas mais no interior da estrutura, cujos detalhes são 

mostrados na Figura 42 E. Em todos os casos nota-se pequena reação 

metacromática nas paredes celulares, o que evidencia a presença de 

polissacarídeos ácidos.   

Nas células das estruturas no estágio cotiledonar inicial, 

produzidas pelas culturas embriogênicas do tipo 2, observa-se uma 

maior vacuolização e grande quantidade de grânulos, quando 

submetidas à reação com AT-O (Figura 42 H, I), e semelhante às 

estruturas das culturas do tipo diferenciada 1, paredes celulares 

levemente metacromáticas (Figura 42 I), indicando a presença de 

pequena quantidade de polissacarídeos ácidos. 

Os embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro 

apresentam células maiores do que os outros tipos de estruturas, com 

vacúolos muito grandes, com paredes celulares ortocromáticas e quase 

nenhum grânulo evidenciado, quando submetido ao teste do AT-O 
(Figura 42 K, L). Apenas algumas células se coraram com o teste do 

AT-O (Figura 42 J). 
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Figura 42: Secções histológicas de estruturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis crescidas em meio WPM suplementado com 58,4 mM de 

sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, após 4 semanas de 

cultivo, submetidos ao teste histoquímico com  AT-O. A, B, C: Embriões 

somáticos secundários produzidos a partir de embriões desidratados. D, E, F: 

Estruturas globulares de culturas embriogênicas do tipo Diferenciado1. G, H, I: 

Estruturas cotiledonares iniciais de culturas embriogênicas do tipo Diferenciado 

2. J, K, L: Embrião somático no estágio cotiledonar maduro. Paredes celulares 

com leve reação metacromática (setas) em estruturas globulares/cotiledonares 

de culturas embriogênicas dos tipos diferenciado 1 e diferenciado 2 (A, B, C, D, 

E, F). Grânulos ortocromáticos (pontas de seta), destacando a protoderme (*) e 

células que sofreram degradação no processo de desidratação ou que acumulam 

algum tipo de composto (x). 

 

 
 

x 
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5.3.3 Teste histoquímico do PAS 
 

As células dos embriões secundários no estágio globular, originados a 

partir das estruturas desidratadas produzidas pelas culturas 

embriogênicas do tipo 2, reagiram ao PAS apresentando parede celular 

corada positivamente, o que indica presença polissacarídeos neutros, 

como celulose, e a presença de grânulos de amido, que são mais raros 

nos tecidos mais internos da estrutura (Figura 43 B), diferente do 

encontrado nas células mais periféricas do novo embrião secundário 

(Figura 43 A), onde não foi observado grânulos corados. Nas células das 

estruturas desidratadas observa-se a presença de grânulos de amido 

apenas em algumas regiões da estrutura, sendo que os grânulos de 

amido se apresentam menores na protoderme, e maiores na região 

cortical do embrião (Figura 43 C).   

  Quando as estruturas produzidas pelas culturas embriogênicas 

do tipo DF 1 foram  submetidas à reação com PAS, apresentaram reação 

positiva nas paredes celulares e grande quantidade de grânulos de 

amido, grânulos estes que, como nas estruturas acima,  não se 

distribuem uniformemente ao longo do embrião (Figura 43 D, E). Além 

disto, é possível notar que os mesmos se organizam em pequenos 

agregados na região cortical da estrutura embriogênica (Figura 43 F).  

O mesmo padrão de distribuição do amido foi observado nas 

estruturas das culturas embriogênicas do tipo DF 2, quando submetidas 

ao teste do PAS, que apresentaram parede celular corada positivamente, 

e numerosos grânulos de amido de diversos tamanhos, distribuídos por 

todo o citoplasma nas células mais externas do embrião, e mais 

próximas a parede celular, nas células da região cortical, devido à maior 

vacuolização das células (Figura 43 G, H, I).  

Da mesma forma, os embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro, 

quando corados com o PAS, apresentaram grânulos de amido muito 

pequenos na protoderme e grandes grânulos na região cortical, que se 

organizam de forma agrupada (Figura 43 J, K, L). As células da 

protoderme das estruturas originadas dos demais tipos de cultura 

também seguiram este padrão, apresentando poucos grãos de amido. 
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Figura 43: Secções histológicas de estruturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis crescidas em meio WPM suplementado com 58,4 mM de 

sacarose, 121 mM de sorbitol, 2,73 mM de glutamina, após 4 semanas de 

cultivo, submetidos ao teste histoquímico  com PAS. A, B, C: Embriões 

somáticos secundários produzidos a partir de embriões desidratados; D, E, F: 

Estruturas globulares de culturas embriogênicas do tipo Diferenciado1; G, H, I: 

Estruturas cotiledonares iniciais de culturas embriogênicas do tipo Diferenciado 

2; J, K, L: Embrião somático no estágio cotiledonar maduro. Grânulos de amido 

corados positivamente (setas), destaque para a protoderme em embriões 

diferenciado 2 (*). 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. CRESCIMENTO E ANÁLISES BIOQUÍMICAS DE CULTURAS 

EMBRIOGÊNICAS DE Ocotea catharinensis 

 

O crescimento das culturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis do tipo diferenciada 2 foi avaliado segundo a metodologia 

das curvas de dissimilação, proposta por Schripsema (1990). A 

dissimilação de carboidratos causa uma perda de peso da cultura, por ser 

um método não invasivo e não destrutivo permite determinar em tempo 

real o padrão de crescimento das culturas selecionadas, baseado no fato 

de que apenas uma parte dos carboidratos é convertida em biomassa, 

enquanto que a outra parte é dissimilada para o suprimento de energia, 

em que o consumo de O2 durante o processo de respiração celular, gera 

CO2 e água. Neste processo, quantidades equimolares de CO2 são 

trocadas por O2, pelas células, gerando a perda de massa no tubo de 

cultura.  

O crescimento celular se baseia nas mudanças das taxas de 

divisão em fases bem definidas. Inicialmente as células dividem-se 

lentamente (fase lag), posteriormente ocorrem fases de rápido 

crescimento (exponencial e linear) e por fim, as células tendem a taxas 

menores de divisão (fase estacionária) (Street, 1977). As culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis quando na suplementada com 

sacarose, conforme a análise da curva de dissimilação, apresentou um 

crescimento linear, apresentando uma dissimilação três vezes maior ao 

final de 29 dias do que no meio de cultura suplementado com glucose 

aos 17, sendo que, quando houve a substituição da concentração de 58,4 

mM de sacarose para 116,8 mM de glucose, o padrão de crescimento foi 

modificado, o meio de cultura contendo glucose apresentou mais de um 

padrão de crescimento, representado pelas diferentes curvas de 

dissimilação obtidas para o mesmo meio de cultura; no entanto, o valor 

final de dissimilação foi o mesmo. 

A ausência da fase lag já foi relatada anteriormente em culturas 

embriogênicas e de agregados celulares de Ocotea catharinensis 

(Olmedo, 2005; Garcia, 2005), onde as culturas apresentama um modelo 

tipicamente exponencial de crescimento durante todo o período de 

avaliação, no entanto, diferente do ocorrido no presente estudo, com 

ausência de fase estacionária. O padrão linear de crescimento, com 

ausência de fase estacionária, comumente observado para cultivos 
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celulares em meio semi-sólido, foi mostrado também para os cultivos de 

Ocotea odorifera (OLTRAMARI, 2002). 

Para que a sacarose seja metabolizada, é necessário que as 

células das culturas embriogênicas absorvam as moléculas de sacarose 

do meio de cultura, produzam as invertases, capazes de quebrar a 

molécula e originar moléculas de D-glucose e de D-frutose, que serão 

então utilizadas, respectivamente, pelas enzimas hexoquinase e 

frutoquinase, e transformadas em moléculas de glucose-6-fosfato e de 

frutose-6-fosfato, para posterior processamento na via glicolítica. As 

moléculas de glucose-6-fosfato são então, na sequência, transformadas 

também em moléculas de frutose-6-fosfato, através da enzima 

fosfohexoisomerase. A outra via de metabolização possível da glucose 

seria a via da pentosefosfato, que utiliza a glucose-6-fosfato para 

conversão em moléculas de açúcares de 5 carbonos (Taiz & Zeiger, 

2004).  

Quando se ministra apenas a glucose ao meio de cultura, 

portanto, para que esta molécula seja metabolizada, viabilizando o 

crescimento celular, é necessário que existam nas células duas enzimas 

ativas, para transformá-la em glucose-6-fosfato, na primeira reação e 

esta em frutose-6-fosfato, na segunda reação para, a partir daí, a 

molécula seguir o fluxo da via glicolítica e Ciclo de Krebs, em que 

outras enzimas serão necessárias. Isto pode explicar a fase lag no 

crescimento das culturas embriogênicas, observada na presença desta 

fonte de carbono, assim como as taxas de dissimilação mais baixas do 

que as observadas na presença de sacarose. Uma hipótese é que, , com a 

ministração da sacarose, a metabolização mais rápida da frutose, 

liberada pela quebra da molécula de sacarose, que necessita da ação de 

apenas uma enzima para ser transformada em frutose-6-fosfato e seguir 

o fluxo da via glicolítica, faz com que a geração de energia para o 

crescimento das células, via Ciclo de Krebs e fosforilação oxidativa seja 

mais rapidamente viabilizada do que a partir da glucose e seja 

responsável pela dissimilação total maior na presença de sacarose.  

Outro fator que poderia estar contribuindo para diminuir as 

taxas de dissimilação das culturas embriogênicas, na presença de 

glucose, seria a possível diminuição do potencial osmótico do meio de 

cultura, que poderia tornar o crescimento das culturas mais lento, pois 
nestes experimentos foi utilizada a concentração de 116,8 mM de 

glucose, enquanto que no experimento com sacarose, foi utilizada a 

concentração de 58,4 mM. O próprio aumento do potencial osmótico do 

meio de cultura, causado pela adição da alta concentração da glucose, 
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poderia estar dificultando a absorção de água e, consequentemente, de 

nutrientes pelas culturas, retardando o crescimento e diminuindo as 

taxas de dissimilação. 

O fato de terem sido observados padrões diferentes de 

dissimilação das culturas embriogênicas com a mesma concentração de 

glucose, em dois experimentos independentes, pode ser devido à 

heterogeneidade das culturas embriogênicas utilizadas. É possível que as 

culturas utilizadas apresentassem perfis de composição de estruturas 

embriogênicas distintas, com perfis metabólicos e de crescimento 

também diferentes, já que o sistema embriogênico desenvolvido para 

Ocotea catharinensis não é sincronizado. Como observado nos estudos 

histoquímicos, nas culturas do tipo diferenciada 2 predominam 

estruturas com um certo nível de diferenciação, mas ainda  com alta 

atividade mitótica, outrossim as análises bioquímicas revelaram que 

estas culturas apresentaram  a maior concentração de carotenóides, o 

que automaticamente requer grande demanda de energia e de esqueletos 

de carbono, que é suprida pelo metabolismo dos carboidratos presentes 

no meio de cultura. Porém, a heterogeneidade na composição poderia 

fazer com que estivessem presentes estruturas, com outros níveis de 

diferenciação, que não necessariamente estivessem demandando o 

mesmo nível de energia para manutenção do seu metabolismo. 

As culturas embriogênicas de O. catharinensis foram 

subcultivadas durante a sua fase de crescimento exponencial, entre a 

terceira e quarta semanas de cultivo, mostrando melhor crescimento. O 

fato de as culturas estarem estabelecidas em meio suplementado com 

sacarose, há várias gerações, pode ter influenciado o padrão das curvas 

de dissimilação, pois as culturas embriogênicas transferidas para um 

meio de cultura, com uma fonte de carbono diferente, passam por um 

período de adaptação em que o seu metabolismo necessita ser reajustado 

às novas condições. Culturas de Picea glauca-engelmannii e P. mariana 

também demonstraram a necessidade de serem subcultivadas, durante a 

fase de crescimento exponencial, o que possibilitou condições de cultura 

mais estáveis (Lulsdorf et al., 1992).  

 Durante a maturação de sementes in vivo ocorre uma série de 

mudanças morfológicas, fisiológicas e bioquímicas, tanto no fruto 

quanto na semente, como o aumento de tamanho, do vigor e da 
germinação, variação no teor de água, acúmulo de biomassa seca 

(Barros, 1986; Carvalho & Nakagawa, 2000). Também diversos 

compostos orgânicos solúveis, como açúcares, ácidos graxos e 

aminoácidos são convertidos a compostos de maior complexidade 
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estrutural química como carboidratos, gorduras e proteínas, que se 

acumulam principalmente nas células do endosperma e/ou cotilédones. 

Além disto, pequenas quantidades de alcalóides, taninos, glucosídeos, 

óleos essenciais, vitaminas, enzimas, reguladores de crescimento e 

alguns pigmentos como antocianinas e carotenos são acumulados nos 

diversos tecidos da semente (Liberal & Coelho, 1980; Mayer & 

Polyjakoff-Mayer, 1963). 

 Pouco se tem pesquisado sobre a presença de carotenóides em 

embriões somáticos, porém, foi possível observar, no presente trabalho, 

a maior concentração de carotenóides nas culturas embriogênicas do 

tipo diferenciada 2, assim como uma alta inibição do radical DPPH 

pelos extratos destas culturas, o que pode ser uma indicação do possível 

envolvimento dos carotenóides na atividade antioxidante das mesmas. 

As diferenças nas concentrações de carotenóides detectadas, entre os 

tipos de cultura embriogênicas estudadas neste trabalho e nos embriões 

somáticos no estágio cotiledonar maduro indicam diferenças no 

metabolismo dos diferentes tipos de culturas embriogênicas estudadas e 

do embrião somático no estágio cotiledonar maduro. Os carotenóides 

foram acumulados em menor quantidade, nas culturas embriogênicas do 

tipo friável, seguido pelas culturas do tipo diferenciada 1, que 

apresentaram níveis semelhantes aos embriões somáticos no estágio 

cotiledonar maduro, em que esta concentração diminuiu.   

As concentrações de carotenóides nas culturas embriogênicas 

do tipo diferenciada 2 se mantiveram altas e constantes a partir da 

terceira semana de cultivo, permanecendo no mesmo nível, até o início 

da senescência das culturas. Foi observado então que na segunda 

semana, a concentração de carotenóides foi próxima a zero, mas nos 

períodos em que as culturas estiveram em crescimento exponencial, com 

condições ótimas, que foram a terceira e quarta semanas, as 

concentrações se mantiveram estáveis. A presença de carotenóides pode 

estar relacionada à fotoproteção destes embriões, que apesar de estarem 

in vitro, estavam sendo submetidos à fotoperíodos de 16 horas de luz. A 

avaliação das quantidades de carotenóides nas culturas mantidas no 

escuro poderia confirmar ou não esta hipótese. Já, no início da 

senescência, na sexta semana de cultivo, essa concentração diminuiu. 

Apesar da possibilidade da conversão dos carotenóides em compostos 
aromáticos, foi observado apenas um pico na região compostos 

aromáticos (FT-IR), tornando mais aceitável que essa diminuição na 

concentração se deveu à depleção de nutrientes no meio de cultura. 
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A degradação de carotenóides é considerada chave na formação 

de muitos compostos aromáticos em plantas, mas a natureza dos 

mecanismos bioquímicos, enzimáticos ou não enzimáticos, mediante as 

degradações oxidativas, ainda não estão bem elucidadas (Lewinsohn et 

al., 2005). Dois tipos de enzimas são responsáveis pela oxigenação e 

degradação dos carotenóides, as lipoxigenases, advindas dos 

cloroplastos, responsáveis por catalisar a conversão de lipídios 

insaturados em compostos de aroma em plantas, e as peroxidases, da 

mitocôndria, ambas necessitam de oxigênio molecular e cofatores para 

suas atividades. Estas oxigenações envolvem a clivagem das ligações C 

(9-10), (8-9), (7-8) e (6-7) para gerar compostos cíclicos com 13, 11, 10 

e 9 carbonos, respectivamente (Weeks, 1986). Quando observados os 

espectros de FT-IR, é possível notar a presença de compostos 

aromáticos nos embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro, que 

podem ter sido originados a partir da degradação dos carotenóides 

produzidos na fase cotiledonar inicial, o que explicaria a diminuição 

destes compostos nos embriões somáticos em estágio mais diferenciado. 

O fato das maiores concentrações de carotenóides nas culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis do tipo 2 serem observadas nos 

meios de cultura contendo 58,4 mM de sacarose, na presença ou 

ausência de glutamina, e não dos tratamentos em que foram utilizadas 

concentrações maiores de sacarose pode ter sido devido ao possível 

efeito das altas concentrações dos açúcares sobre a diminuição do 

potencial osmótico do meio de cultura. Segundo Fernandes (2005), são 

múltiplos os causadores de estresse em plantas, afetando o crescimento, 

o desenvolvimento e a produção das culturas, nas situações adversas, a 

planta desvia parte de seu metabolismo para se adaptar ou sobreviver ao 

fator limitante. O aumento da concentração de sacarose de 58,4 mM 

para 87,6 mM no meio de cultura, fez com que a quantidade de 

carotenóides diminuísse drasticamente, aparentemente inibindo a 

biossíntese, principalmente quando na presença de glutamina. O 

aumento da concentração de sacarose no meio de cultura aumenta o 

estresse hídrico, através da diminuição do potencial osmótico do meio 

de cultura (Ferreira, 1988). A diminuição do potencial osmótico do meio 

de cultura pode ter dificultado a absorção de água e nutrientes, causando 

uma situação de estresse hídrico, dificultando a biossíntese de 
compostos pelas culturas. Isto explicaria a diminuição das concentrações 

de carotenóides nos tratamentos em que foram utilizadas maiores 

concentrações de sacarose em relação à concentração de 58,4 mM, mas 

não explicaria o porquê das culturas crescidas com 116,8 mM de 
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sacarose na presença ou ausência de glutamina, apresentarem 

concentrações de carotenóides maiores do que as observadas com 87,6 

mM. 

Os carotenóides incluem os carotenos e as xantofilas e são 

moléculas que demandam grande quantidade de átomos de carbono para 

serem construídas, o que pode justificar a alta taxa de dissimilação 

discutida anteriormente, para este tipo de cultura embriogênica, no meio 

de cultura contendo sacarose. O fornecimento, portanto, de 

concentrações crescentes de sacarose poderia contribuir para suprir a 

demanda de átomos de carbono para a biossíntese destes compostos.  

Por outro lado, o fornecimento de glutamina poderia significar o 

aumento do aporte de nitrogênio, para a formação de aminoácidos e de 

proteínas, muitas delas enzimas, que poderiam otimizar os mecanismos 

de biossíntese. Assim, poderíamos esperar que um aporte maior de 

átomos de carbono, pelas concentrações crescentes de sacarose, e de 

nitrogênio, através do fornecimento de glutamina, poderiam otimizar a 

produção dos carotenóides, mas isto aconteceu apenas na concentração 

de 58,4 mM de sacarose e não nas demais concentrações.  E na 

concentração de 87,6 mM a glutamina inibiu a produção dos 

carotenóides, sendo possível que nesta concentração específica, sejam 

ativadas outras rotas metabólicas, que não a de biossíntese de 

carotenóides, que estejam consumindo os átomos de carbono fornecidos 

no meio de cultura. 

Os níveis de carotenóides, detectados nos tratamentos com 

116,8 mM de sacarose, foram semelhantes aos encontrados nos meios 

de cultura contendo glucose como fonte de carbono, em que foi possível 

observar que, não houve diferença entre os tratamentos, indicando que, a 

biossíntese dos carotenóides não foi influenciada pelas concentrações de 

glucose e/ou pela adição de glutamina. O fato das concentrações de 

carotenóides nos meios de cultura contendo glucose terem sido menores 

do que as observadas com 58,4 mM de sacarose é um indicativo de que 

a rota de biossíntese destes compostos pode ser otimizada através da 

manipulação das fontes de carbono, além de indicar a maior eficiência 

da sacarose no processo. Isto talvez pelo fato das células das culturas 

embriogênicas do tipo diferenciada 2 não apresentarem sistemas de 

enzimas eficientes para metabolizar as moléculas de glucose. 
Vários autores citam que o estresse salino leva a um incremento 

na atividade das enzimas glutamina sintase (Roosens et al., 1998; Viéga 

& Silveira, 1999) e glutamato sintase (Berteli, 1995), envolvidas na 

assimilação do íon amônio. Neste caso, a glutamina fornecida no meio 
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de cultura também poderia ser utilizada para aumentar a produção de 

moléculas de glutamato, para assimilar mais íons amônio do meio de 

cultura, desta forma, potencializando ainda mais a biossíntese de 

glutamina pelas células. Mas a síntese de glutamato também depende de 

um precursor do Ciclo de Krebs, o α-cetoglutarato, cujo aporte depende 

do ótimo metabolismo das fontes de carbono pela via glicolítica.  A 

capacidade de incorporar íon amônio em condições de estresse seja 

osmótico (Flores e Galston, 1982), salino (Lovatt, 1990) ou nutricional 

(Rabe e Lovatt, 1986) pode representar um mecanismo homeostático 

importante frente a condições de estresse em vegetais (Camara et al., 
2000). Quando a planta é fotossinteticamente ativa, a resposta ao 

estresse oxidativo se dá pelo aumento nas concentrações de carotenóides 

(Simão, 2010). No entanto, muito pouco se sabe sobre como ocorre a 

síntese e acúmulo de carotenóides em culturas embriogênicas, sendo 

necessário conduzir novas investigações sobre os efeitos das 

concentrações de sacarose sobre os mecanismos de promoção e inibição 

da biossíntese de carotenóides. 

Segundo Viana e Mantell (1999), a presença de compostos 

fenólicos em culturas in vitro pode causar o escurecimento do meio de 

cultura, e associado à depleção dos nutrientes, leva a oxidação e início 

do processo de senescência celular. A investigação sobre a produção de 

compostos fenólicos pelas culturas embriogênicas é a etapa inicial da 

investigação sobre o potencial de utilização deste sistema para posterior 

utilização, já que são várias as atividades biológicas destes compostos, 

como a prevenção de doenças crônico-degenerativas (Torres et 
al.,1987). A capacidade redutora desses compostos pode ser uma das 

propriedades utilizadas para justificar a quantificação inicial 

(Antolovich et al. 2000), além de que alguns compostos fenólicos 

apresentam atividade antifúngica e/ou antimicrobiana (Conner, 1993). 

Os tipos de cultura embriogênicas de Ocotea catharinensis 

estudadas neste trabalho apresentaram diferentes concentrações de 

compostos fenólicos, sendo crescentes, de acordo com o nível de 

diferenciação, mas menores que os níveis apresentados pelos embriões 

somáticos no estágio cotiledonar maduro. Olmedo (2005) afirma que os 

compostos fenólicos liberados no meio de cultura podem atuar como 

promotores de embriogênese repetitiva, na ausência de reguladores de 
crescimento. Os compostos fenólicos também estão envolvidos na 

regulação do crescimento, organogênese e controle da dormência, 

acreditando-se que atuem na diferenciação reduzindo a plasticidade da 

parede celular (Cvikrová et al., 1998). Foi possível observar que, ao 
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longo das semanas de cultivo a concentração média dos compostos 

fenólicos manteve-se constante, diferente do que foi relatado por 

Olmedo (2005) e Viana & Mantell (1999), que relataram o aumento nas 

concentrações de compostos fenólicos ao longo das semanas de cultivo, 

alcançando seu máximo na quarta semana. Esta diferença pode estar 

relacionada ao fato dos perfis metabólicos e de diferenciação das 

culturas estudadas no presente trabalho serem diferentes nas culturas 

testadas anteriormente e de serem cultivadas em meio de cultura 

contendo carvão ativo.  

O fato da maior concentração de compostos fenólicos ter sido 

detectada na concentração de 58,4 mM, na presença de glutamina e de 

haver uma diminuição na concentração média de compostos fenólicos 

nas concentrações de sacarose maiores é um indicativo de, assim como 

no caso dos carotenóides, estar havendo uma influência das 

concentrações de sacarose no potencial osmótico do meio de cultura, o 

que indiretamente estaria afetando o metabolismo secundário. A 

promoção da biossíntese de fenólicos, através da adição da glutamina, 

poderia ser explicada pelo fato desta molécula ser precursora do 

glutamato, disponibilizando uma quantidade maior destas moléculas, 

para assimilar os íons amônio do meio de cultura em mais compostos 

orgânicos nitrogenados, além de que, poderia ser utilizada diretamente, 

pelas transaminases como moléculas doadoras de nitrogênio para a 

síntese de ácidos nucléicos e especialmente de aminoácidos, que 

poderiam ser utilizados na otimização da biossíntese de enzimas do 

metabolismo secundário para a produção de compostos fenólicos.  

Nas concentrações mais altas de sacarose, a adição de glutamina 

poderia inibir as rotas de biossíntese de fenólicos ou promover, alguma 

outra via metabólica, desviando os átomos de carbono para síntese de 

outras moléculas, da mesma forma como observado para os 

carotenóides, uma vez que as vias metabólitas são interdependentes e a 

modificação em uma das vias pode ocasionar a mudança por completo 

no metabolismo da cultura (Pratelli & Pilot, 2007; Kissen et al., 2010).  

O fato das culturas embriogênicas, crescidas com glucose, 

apresentarem um padrão diferente das crescidas com sacarose, 

apresentando maiores concentrações de compostos fenólicos com 58,4 

mM e com 116,8 mM, na ausência de glutamina, indica que as fontes de 
carbono podem interferir no perfil metabólico das culturas, no que se 

refere à produção de fenólicos. Neste caso, o possível estresse osmótico, 

causado pela alta concentração de glucose, pode não ter sido 

responsável pela resposta observada, mas também é possível que, as 
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diferentes concentrações de glucose fornecidas estejam promovendo a 

biossíntese de fenólicos através de mecanismos diferentes, ou 

desencadeiem nas células algum mecanismo metabólico de evitar a 

inibição da biossíntese verificada nos demais tratamentos. É importante 

notar que as concentrações de compostos fenólicos, em ambas as 

concentrações de glucose, foram similares, apenas não foi verificada a 

inibição ocorrida nos outros tratamentos. As culturas crescidas com 87,6 

mM de glucose e glutamina além de apresentarem a menor concentração 

de compostos fenólicos, foram as que apresentaram menor frequência de 

embriogênese secundária. Outros fatores devem ser avaliados nesta 

concentração de glucose para que seja possível elucidar a razão da baixa 

produção de compostos fenólicos.  

Quando houve a variação das fontes de açúcar álcool e 

nitrogênio as concentrações médias de compostos fenólicos 

mantiveram-se semelhantes entre si, sendo que somente o meio 

contendo glutamina e sorbitol apresentou diferença. Este resultado 

poderia ser explicado pela influência do sorbitol em causar certo nível 

de estresse osmótico nas células, já que é um agente osmótico. É 

interessante notar que, neste caso, a resposta foi potencializada pela 

glutamina.  

A maior porcentagem de inibição do radical livre DPPH• de 

culturas embriogênicas do tipo 2, que indica maior atividade 

antioxidante foi detectada na quarta semana de cultivo, coincidindo com 

as maiores concentrações de carotenóides nas culturas e alta 

concentração de compostos fenólicos. Os compostos fenólicos são 

potentes antioxidantes, o que se deve principalmente à sua estrutura 

química e suas propriedades redutoras. Estas características fazem com 

que desempenhem um papel importante na neutralização ou sequestro 

dos radicais livres, agindo no oxigênio singleto, atuando nas oxidações 

lipídicas, e quelação de metais de transição (Sauté-Garcia et al.,1997; 

Hopia & Heinonem, 1999), agindo tanto na etapa de iniciação como na 

desenvolvimento do processo oxidativo (Soares, 2002; Haslam, 1996; 

Chun et al.,2005). Estudos apontam também a capacidade antioxidante 

dos carotenóides, que são constituídos de cadeias de polienos, em um 

longo sistema de duplas ligações conjugadas, rico em elétrons, 

responsável pela atividade antioxidante, tanto na absorção do oxigênio 
singlete, quanto de radicais livres, interrompendo as reações em cadeia 

em que estes estão envolvidos (McNulty, et al., 2007; Quirós & Costa, 

2006; Sikora et al., 2008).  
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Quando avaliada a atividade antioxidante entre as culturas 

embriogênicas de O. catharinensis estudadas, foi possível observar uma 

fraca correlação negativa entre a concentração de compostos fenólicos e 

a inibição do radical livre DPPH•. As culturas embriogênicas do tipo 

friável foi a que apresentou a maior porcentagem de inibição, entretanto, 

as concentrações de compostos fenólicos e de carotenóides nestas 

culturas foram muito baixas. Há, portanto, a necessidade de 

investigações mais aprofundadas, nestas culturas, sobre a razão da 

atividade antioxidante tão pronunciada. Um aspecto importante, 

observado nestas culturas, é que demoram mais para entrar em 

senescência em relação aos outros tipos de cultura estudados. Um outro 

resultado interessante foi o fato das culturas embriogênicas do tipo 

diferenciada 2  apresentarem atividade antioxidante e alta concentração 

de carotenóides. No entanto, a porcentagem de inibição do radical 

DPPH• foi metade da inibição observada para o tipo de cultura friável. 

No presente trabalho, os espectros de FT-IR serviram como 

forma de complementar as investigações metabólicas, realizadas com 

compostos fenólicos e carotenóides, fornecendo também dados que 

podem ser aproveitados em investigações futuras, quanto à 

caracterização do metabolismo das culturas embriogênicas de Ocotea 
catharinensis, sendo possível identificar a ocorrência de diferentes 

grupos funcionais que constituem moléculas do metabolismo primário e 

secundário (Pilatti, 2011). A comparação do perfil metabólico se deu 

pela sobreposição dos espectros e análises quimiométrica. 

As culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2 apresentaram 

maior número de picos de transmitância na região de 1300-1000 cm
-1

, 

que identificam ligações encontradas em moléculas de amido, sacarose, 

celulose e terpenos, o que explicaria o  valor mais elevado na 

concentração de carotenóides. Já os embriões somáticos no estágio 

cotiledonar maduro apresentaram picos em 1600-1400 cm
-1

, que 

identificam as ligações C=C, C=O, referentes às amidas primárias, da 

estrutura de proteínas, lipídeos, terpenos e compostos aromáticos, que 

podem ser advindos da metabolização dos carotenóides, como discutido 

anteriormente. As culturas do tipo friável apresentaram picos de 

transmitância na região de 2850, 1735, 1626, 1225 cm
-1

, não observados 

nas outras culturas ou nos embriões somáticos no estágio cotiledonar 
maduro. A região de 2850 cm

-1
 se refere às ligações C-H alifáticas CH2 

e CH3 (carbono primário/secundário), 1740-1720 cm
-1

 C=O (aldeído), 

1630 cm
-1

 C=N, 1225 cm
-1

 C-N alifática. Estes resultados indicam a 

eficiência da espectroscopia vibracional de infravermelho médio por 
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transformada de Fourier (FT-IR) na caracterização metabólica dos tipos 

de culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis e de embriões 

somáticos, fornecendo dados prévios para o direcionamento e realização 

de novas investigações quanto o metabolismo primário e secundário 

desta espécie. 

 Já a análise dos espectros referentes aos experimentos em que 

foram manipuladas as concentrações de sacarose, o tratamento com 87,6 

mM sacarose sem glutamina, revelou picos na região de 800-600 cm
-1

, 

referentes à presença de compostos halogenados (C-Cl), e picos 

referentes à ligação C=C (aromáticos), que podem de alguma forma 

estar influenciando no metabolismo primário e secundário das culturas, 

que pode ser observado pela inibição da síntese de carotenóides nas 

culturas. Nas culturas com glucose, os picos de transmitância de todas as 

concentrações e combinações se apresentaram semelhantes, o que não 

justificaria as baixas concentrações de compostos fenólicos nas culturas 

contendo 87,6 mM de glucose e glutamina.  

 Apesar do fato de a maioria dos espectros apresentarem picos 

nas mesmas regiões de comprimento de onda, o ponto exato onde 

ocorreram a formação de alguns picos diferiu entre os tratamentos, 

indicando diferenças de nível quali-quantitativo, apesar de possuírem 

constituições muito parecidas. O fingerprinting se baseia na idéia de que 

a composição molecular de uma substância ou mistura complexa, como 

é o caso do material celular vegetal, produz um perfil espectroscópico 

único, que permite a sua caracterização e identificação. A habilidade de 

monitorar rápida e simultaneamente vários componentes torna este 

método ideal para selecionar espécies e linhagens de células de 

interesse, além de acompanhar a produção de metabólitos ao longo do 

cultivo (Schulz & Baranska, 2007). 

 A espectrofotometria de varredura UV-Vis é mais uma 

ferramenta útil para a identificação de das classes de compostos 

secundários majoritários nos diferentes tipos de culturas embriogênicas 

de O. catharinensis. O uso da análise de componentes principais 

(PCAs), tornou mais visível as similaridades entre os tipos de cultura 

estudadas, tempos de cultivo e formulações do meio de cultura, 

confirmando os resultados obtidos anteriormente, ou auxiliando no 

direcionamento das análises de quantificação de metabólitos que não 
foram investigados. O emprego desta ferramenta se mostrou eficiente na 

visualização das diferenças entre os tipos de culturas embriogênicas 

analisadas. Em todos os casos, os espectros obtidos na região onde 

ocorreu a absorção de luz UV por compostos fenólicos, 280-400m 
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(Harborne, 1998), corroboraram com os resultados obtidos na avaliação 

da concentração de compostos fenólicos, discutida anteriormente.   

6.2 EFEITO DA DESIDRATAÇÃO, CONDIÇÕES DE CULTIVO E 

FORMULAÇÕES DOS MEIOS DE CULTURA, SOBRE A EMBRIOGÊNESE 

SOMÁTICA SECUNDÁRIA DE Ocotea catharinensis 

 

A embriogênese somática secundária é um processo de extrema 

importância para viabilizar a disponibilidade constante de culturas 

embriogênicas, desenvolvimento de experimentos, otimização dos 

estudos sobre as fases da embriogênese somática, sobre conservação in 

vitro de germoplasma, análises de metabólitos secundários, proteômica 

e genômica. Isto porque, para muitas espécies, como é o caso da Ocotea 

catharinensis, que apresenta dificuldade na produção e manutenção da 

viabilidade das sementes, ter que iniciar culturas embriogênicas a partir 

de embriões zigóticos tornaria os estudos demorados ou até mesmo 

inviáveis. 

Os resultados obtidos a partir dos estudos conduzidos, para 

verificar o efeito do tempo de desidratação sobre a embriogênese 

somática secundária das culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2 

de Ocotea catharinensis indicaram que houve relação entre a 

manutenção do potencial de embriogênese secundária e o nível de 

desidratação dos tecidos, sendo que tanto as porcentagens finais de 

culturas com embriogênese secundária como o estabelecimento inicial 

do processo foram influenciados pelo nível de água nas células. Mesmo 

com 3-4 semanas de desidratação, quando os níveis de desidratação das 

culturas caíram de 3,0 para 0,2 mg H2O. mg MS
-1

, que é uma redução 

bastante significativa em relação ao valor inicial de 9,5 mg H2O. mg 

MS
-1

, foi possível obter um nível de resposta, em termos de 

embriogênese secundária. A tolerância das células a estes níveis de 

desidratação indicam que esta abordagem, de baixo custo, pode ser 

adotada para armazenamento das culturas por curtos períodos de tempo, 

quando as repicagens a cada 3 semanas não forem possíveis. Outro 

aspecto importante é que os níveis de desidratação verificados, também 

podem servir de base para o desenvolvimento de protocolos de 

criopreservação e conservação de germoplasma por longos períodos, 

uma vez que a desidratação pode funcionar como um crioprotetor para 

tornar as células resistentes à exposição ao nitrogênio líquido. 

A tolerância à dessecação se refere à capacidade de sobreviver à 

desidratação, ou seja, a perda da camada de hidratação das moléculas 
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gradualmente, incluindo também a capacidade das células de 

reidratarem com sucesso. Na natureza, a capacidade de sobrevivência 

com pouca, ou nenhuma água, tem a função de garantir a sobrevivência 

a períodos de condições adversas (Hoekstra et al., 2001). Além disso, a 

desidratação é um requerimento para a maturação de muitas espécies, 

durante a maturação, as sementes podem reduzir o seu conteúdo de água 

de 5 a 10% da sua matéria fresca (Ooms et al., 1994). Quando 

desidratados por uma semana, os embriões somáticos que reduziram 

cerca de 6% do seu teor de água, o que resultou em 100% de 

embriogênese secundária. As culturas desidratadas por 2 e 3 semanas 

reduziram em média 17% do teor de água em relação ao material fresco, 

este período de desidratação apresentou os melhores resultados quanto à 

formação de novos embriões somáticos, além de  uma maior frequência 

de embriões nos estágios cotiledonar inicial e maduro, após 4 semanas 

de cultivo. 

O mecanismo de tolerância à dessecação pode estar ligado, 

através da desidratação, ao do ácido abscísico (Ingram & Bartels, 1996; 

Bartels et al., 1997).  Em sementes ortodoxas, a expressão do gene 

associado com a tolerância à dessecação ocorre como parte do processo 

de maturação. Como resultado, os embriões tornam-se tolerantes à 

dessecação, consideravelmente, antes da secagem durante a maturação. 

A diminuição no teor de água é causada pelo acúmulo gradual de 

matéria seca (Barlow, 1980). Segundo Bewley e Black (1994), nas 

sementes em maturação de muitas espécies, as concentrações de certos 

açúcares e oligossacarídeos aumentam em associação com a indução à 

tolerância à desidratação. Após a perda de água, a diminuição do 

volume celular provoca aglomeração de componentes citoplasmáticos e 

o conteúdo celular se torna mais viscoso, aumentando a chance de 

interações moleculares que podem causar a desnaturação de proteínas e 

fusão de membranas. Uma série de compostos, que podem evitar tais 

interações moleculares adversas, foi identificada, entre eles a prolina, 

glutamato, glicina betaína, carnitina, manitol, sorbitol, frutanos, polióis, 

trealose, sacarose e oligossacarídeos. Embora sejam quimicamente 

diferentes, estes compostos são preferencialmente excluídos da 

superfície das proteínas, mantendo assim as proteínas hidratadas 

(Arakawa, 1991; Xie & Timasheff, 1997).  
A utilização de embriões somáticos, cultivados em meio de 

cultura suplementado com sorbitol, para a posterior desidratação, pode 

estar relacionada à capacidade destes embriões de tolerarem a 

desidratação, por períodos de até quatro semanas, de se reidratarem com 
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sucesso, formando novos embriões somáticos. Segundo Viana (1998), a 

suplementação do meio de cultura com agentes osmóticos pode 

provocar desidratação dos embriões somáticos e no caso de O. 

catharinensis, o nível de sorbitol utilizado, pode desencadear rotas que 

iniciam a indução da tolerância à desidratação nos embriões. 

 O fato do potencial de embriogênese secundária das culturas 

variarem de acordo com as fontes de carbono, e para uma mesma fonte 

de carbono, de acordo com a concentração utilizada, é um reflexo dos 

diferentes níveis de eficiência das culturas para processar estes 

carboidratos, comprovado e discutido anteriormente a partir das 

diferenças detectadas nos perfis metabólicos das culturas embriogênicas 

do mesmo tipo, não desidratadas, crescidas na presença das mesmas 

fontes de carbono. A frutose, por exemplo, parece não ter sido 

metabolizada com eficiência pelas culturas embriogênicas em 

comparação com a glucose e sacarose, e mesmo nos casos destas fontes 

de carbono, as concentrações ótimas para a indução do processo de 

embriogênese secundária também variaram (116,8 mM para a glucose, 

58 mM e 87,6 mM para a sacarose), indicando diferenças específicas 

para cada tipo de carboidrato utilizado. Estes resultados sugerem que 

investigações mais aprofundadas sobre a elucidação dos mecanismos de 

assimilação e metabolismo destas moléculas devem ser conduzidos para 

explicar estes resultados e servirem de base para a otimização do 

sistema de embriogênese secundária de Ocotea catharinensis. O fato da 

concentração de 116,8 mM de sacarose ter induzido um baixo 

percentual de culturas com embriogênese secundária pode ter sido 

devido ao possível efeito osmótico no meio de cultura.  

 Uma observação interessante foi que na presença de 116,8 mM 

de glucose, já na segunda semana de cultivo, 60% das culturas já 

apresentavam embriogênese secundária, enquanto que com sacarose 

58,4 mM, apenas 40% das mesmas iniciaram o processo, sugerindo que 

o mesmo pareceu acontecer mais rapidamente no meio de cultura 

contendo a glucose. Como não foram realizadas as curvas de 

dissimilação das culturas em embriogênese secundária, iniciadas a partir 

de estruturas desidratadas, não foi possível saber como seriam as 

dissimilações de tais culturas, mas supondo-se que fossem as mesmas 

obtidas para as culturas frescas, poderíamos inferir que o fato da 
dissimilação ser mais lenta com glucose, não estaria retardando o 

processo de embriogênese secundária, pelo contrário, estaria 

estimulando a indução mais rápida do mesmo.   
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Segundo Han & Park (1999), a concentração e o tipo de 

carboidrato no meio de cultura afetam muitos aspectos da embriogênese 

somática, como indução de competência em células não-embriogênicas, 

e indução da embriogênese secundária. Em Olea europaea o uso de 

sacarose se mostrou mais eficiente na produção de novos embriões e 

germinação do que quando se usou glucose (Trabelsi et al., 2003), do 

mesmo modo, Compton & Gray (1996) demonstraram que as 

concentrações de sacarose até 120 g.L
-1

 melhoram o crescimento das 

culturas embriogênicas. Diferente do que foi encontrado por Bensaad e 

colaboradores (1996) que relataram uma maior eficiência com uso de 

glucose no cultivo de anteras, enquanto na presença de sacarose ou 

manitol não houve formação de embriões somáticos. Nos vegetais, os 

carboidratos desempenham inúmeras funções essenciais, sendo substrato 

para respiração, representando um importante papel na rota biosintética 

de diversos compostos, sendo utilizados como blocos construtores de 

macromoléculas (Calamar & De Klerk, 2002). Os açucares também 

atuam como moléculas sinalizadoras, onde os caminhos de transdução 

podem influenciar os processos de desenvolvimento e rotas metabólicas 

(Smeekens, 2000). Alguns dos efeitos sobre o crescimento e 

desenvolvimento das plantas sugerem uma interação dos sinais dos 

açúcares com a regulação hormonal (Rolland et al., 2002, 2006). A 

sacarose é utilizada como fonte preferencial de carbono em culturas de 

células, tecidos ou órgãos vegetais, provavelmente por ser o principal 

açúcar transportado pelo floema das plantas (García et al., 2002; Pérez 

et al., 2000; Petersen et al., 1999). Para a utilização da sacarose em 

culturas de células vegetais, como fonte de carbono, é necessário a sua 

degradação, mediada por duas enzimas, invertase e sacarose sintase, 

permitindo a utilização de duas hexoses produzidas. Quando em pH 

ótimo, os tecidos cultivados possuem dois tipos de invertases, a 

invertase ácida no vacúolo e parede celular, e uma invertase alcalina 

localizada no citoplasma (Hauch & Magel, 1998).  

A substituição de sacarose por frutose, no meio nas culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis, não apresentou resultados 

satisfatórios, durante o tempo de cultivo avaliado, tanto em meio MS 

quanto em meio WPM. Em Picea glauca e Picea mariana foi observada 

uma melhor produção de embriões somáticos, quando utilizada sacarose 
como fonte de carboidrato, promovendo também um maior acúmulo de 

amido celular e aumento gradativo de proteínas totais. Quando a 

sacarose foi substituída pela glucose e frutose, houve um menor número 

de embriões somáticos normais encontrados, menores níveis de amido e 



105 
 

 

conteúdo constante de proteínas (Iraqi & Tramblay, 2001). No entanto, 

há evidencias que, para Coffea canephora, dependendo do genótipo, a 

produção de embriões somáticos pode ser de três a seis vezes maior 

quando a sacarose é substituída por frutose ou maltose (Fuentes et al, 

2000). Culturas celulares de Ocotea odorífera apresentaram um 

incremento maior de massa seca quando mantidas em meio de cultura 

com glucose, frutose e amido, do que em sacarose (Oltramari, 2002), 

para Paeonia lactiflora o uso da glucose juntamente com reguladores de 

crescimento promoveu a produção de novos brotos e raízes in vitro, 

enquanto o seu uso isolado diminuiu a produção de brotos e folhas 

conforme o aumento da concentração de glucose (Gabryszewska, 2010).  

Slesak e colaboradores (2004) observaram a redução do 

conteúdo de sacarose no meio de cultura de Brassica napus, 

acompanhada pelo aumento nas concentrações de glucose e frutose, o 

que evidencia a presença de um mecanismo enzimático, envolvido na 

hidrólise da sacarose em frutose e glucose, para serem posteriormente 

absorvidas. Além disso, as culturas de hipocótilo tiveram um incremento 

da sua massa fresca, quando cultivadas em meio de cultura 

suplementado com sacarose ou glucose, sendo que, quando a fonte de 

carbono era frutose, foi detectada uma redução na massa fresca, 

sugerindo que os tecidos do hipocótilo eram susceptíveis aos compostos 

furfurais, produtos tóxicos oriundos da degradação da frutose, após 

autoclavagem. O mesmo ocorreu no presente trabalho, onde a 

suplementação com frutose não estimulou o crescimento das culturas. 

Os açúcares adicionados ao meio de cultura, além de fornecer 

energia para as culturas, funcionam como agentes osmóticos, Agarwal e 

colaboradores (2004) observou que, concentrações elevadas de 

carboidratos causam estresse osmótico nas culturas, aumentando assim a 

embriogênese em Morus alba. Sob condições de estresse osmótico, 

tecidos vegetais podem responder aumentando a síntese de poliaminas 

(Litz, 1986) e as poliaminas aumentam a sincronia e eficiência da 

embriogênese somática (Bardley et al, 1984). 

A embriogênese somática é, teoricamente, a melhor opção para 

a propagação de espécies frutíferas in vitro, por apresentar alta taxa de 

multiplicação comparada a qualquer outro processo de propagação, 

possibilidade de produção em larga escala pela manutenção da cultura 
com menor custo de produção, além do fato da planta obtida ser 

geneticamente idêntica à planta-mãe (Barros, 1999). A falta de sincronia 

das culturas é considerada uma das limitações do processo de 

embriogênese repetitiva (Guerra et al., 1999), que pode ser corrigida 
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com a manipulação do meio de cultura e diferentes tempos de 

desidratação dos embriões somáticos.  

Viana e Mantell (1999), afirmam que uma característica 

importante da embriogênese somática em O. catharinensis é a 

capacidade de multiplicação das culturas, sem a necessidade da adição 

de reguladores de crescimento ao meio basal. Inúmeros sinalizadores 

desencadeiam respostas fisiológicas que regulam o desenvolvimento 

vegetal, entre eles estímulos ambientais, reguladores de crescimento e 

moléculas de açúcar e nitrogênio. Segundo muitas pesquisas, há a 

possibilidade das respostas a estes estímulos formarem uma teia 

interconectada (Gibson, 2000).  

A importância nutricional das fontes de carbono já é bastante 

conhecida, no entanto, a adição de componentes ao meio de cultura, 

principalmente macronutrientes e fontes de carbono, pode reduzir 

drasticamente o potencial osmótico do meio (George, 1993). O 

componente osmótico do meio influencia fortemente as células, tecidos, 

crescimento de órgãos e morfogênese vegetal (Lipavska´ & 

Vreugdenhil, 1996; Rout et al., 2000). As culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis crescidas na presença de concentrações médias 

glucose, na presença de sorbitol, apresentaram menor porcentagem de 

crescimento, quando relacionado com a maior e menor concentração 

deste açúcar. Para as culturas suplementadas com sacarose, o uso da sua 

menor concentração foi mais eficiente na indução da embriogênese 

secundária. Jeannin e colaboradores (1995) trabalharam com uma 

variedade de meios de culturas, com diferentes concentrações e fontes 

de carbono, bem como o potencial osmótico. Estes autores observaram 

que um limiar mínimo de oferta de açúcar e potencial osmótico foi 

necessário para o crescimento de embriões zigóticos imaturos de 

girassol, mas ineficaz para a organogênese. Biahoua e Bonneau (1999) 

sugerem que a embriogênese somática in vitro da espécie arbórea 

Euonymus europaeus, pode ser controlada pela fonte de carbono e do 

potencial osmótico do meio.  O estresse osmótico atua no controle de 

muitos processos durante a embriogênese e a germinação de embriões 

zigóticos, como a acumulação de proteínas de reserva, açúcares e amido, 

além da prevenção da germinação precoce pela manutenção dos 

embriões em estágio de maturação (Find, 1997). 
O uso de carvão ativado e sorbitol em culturas embriogênicas 

de Ocotea catharinensis foi relatado anteriormente por Santa-Catarina 

(2001) e Olmedo (2005), havendo um incremento em matéria fresca e 

na manutenção dos embriões somáticos no estágio globular, o que 
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sugere que houve uma diminuição do potencial osmótico do meio de 

cultura, possibilitando o acúmulo de substâncias de reserva, como amido 

nas estruturas embriogênicas. No presente trabalho, as culturas 

desidratadas por duas e quatro semanas apresentaram uma maior taxa de 

embriogênese secundária quando na presença de sorbitol. O sorbitol, 

neste caso poderia estar tendo efeito via estresse osmótico, controlando 

a absorção dos demais nutrientes do meio de cultura e/ou sendo 

metabolizado pelas células, como fonte de carbono.  

O uso do carvão ativado pode ter um efeito vantajoso, segundo 

George (1996), como a adsorção de compostos fenólicos produzidos 

pelos tecidos vegetais. No entanto, estudos demonstraram que o carvão 

ativado acidifica o meio de cultura durante a autoclavagem e o pH muito 

mais baixo ocasiona a hidrólise ácida do sorbitol e da sacarose (Druart 

& De Wulf, 1993), o que ocasiona o aumento nos níveis de glicose e 

frutose, além disso, a frutose tem sido identificada como inibidor do 

crescimento in vitro de algumas espécies, o que está de acordo com os 

resultados obtidos para embriões somáticos de Ocotea catharinensis.  

Para embriões somáticos de Glycine max, a suplementação do 

meio de cultura com 3% de sorbitol causou a inibição do incremento da 

massa fresca, no entanto promoveu a conversão em plantas e a 

germinação. Os autores afirmam que há uma relação inversa entre 

potencial de conversão dos embriões e o tamanho dos embriões 

maduros, sendo assim é importante o uso de suplementos osmóticos que 

proporcionem uma melhoria na resposta embriogênica, impedindo a 

histodiferenciação (Walker & Parrot, 2001). O uso de sorbitol em 

cultivares de arroz (Oryza sativa L.) aumenta a frequência de 

regeneração de plântulas a partir de embriões somáticos, além de ser 

possível alterar a baixa frequência de regeneração de determinados 

genótipos através da adição de sorbitol no cultivo contínuo juntamente 

com outros açúcares (Pengpeng et al., 2008) 

A presença da luz influenciou positivamente na embriogênese 

secundária, sendo que em culturas embriogênicas com sacarose a 

frequência foi quatro vezes maior, após 8 semanas de cultivo, já quando 

as culturas foram suplementadas com glucose, essa diferença foi de 

pouco menos de duas vezes. No entanto, apesar de haver a 

embriogênese secundária nas culturas mantidas no escuro, estas 
apresentavam menor quantidade de biomassa e aspecto branco-

translúcidas, enquanto que as culturas mantidas na luz apresentavam 

branco-amareladas e opacas. O aspecto das estruturas embriogênicas é 

considerado importante na caracterização do nível de diferenciação, 
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embriões somáticos maduros translúcidos, por exemplo, podem refletir 

uma deficiência no conteúdo de substâncias de reserva, como amido e 

proteínas. O acúmulo destas substâncias de reserva faz com que se 

tornem opacos, sendo uma etapa fundamental na embriogênese zigótica, 

pois o amido será utilizado pelo embrião até a planta se tornar 

autotrófica (Bewley & Black, 1994; Tulecke &McGranahan, 1985).   

 Os meios de cultura com composições salinas diferentes, como 

o WPM e MS, testados neste trabalho, apresentaram respostas bem 

distintas, sendo que o meio WPM foi o que apresentou os melhores 

resultados quando testado com as três fontes de carbono, em 

concentrações distintas. As culturas com sacarose e glucose 

apresentaram as maiores frequências de embriogênese secundária neste 

meio, enquanto a utilização da frutose foi inibitória de embriogênese 

secundária. Apesar do meio de cultura MS ser o mais utilizado em 

cultura de tecidos de plantas, este apresentou uma baixa frequência de 

embriogênese secundária, retardando a embriogênese secundária nas 

culturas suplementadas com sacarose e glucose, enquanto que, na 

presença de frutose alcançou mais de 50% de embriogênese secundária 

na sexta semana de cultivo, no entanto, ocorreu morte celular logo após 

este período. Estes resultados indicam que novas investigações devem 

ser feitas com este meio de cultura, por períodos mais longos. No caso 

das culturas suplementadas com frutose há a necessidade de testes de 

novas metodologias, como multiplicação em meio contendo frutose para 

observar se a resposta embriogênica continua ocorrendo, ou se este fato 

ocorre foi devido aos compostos de reserva pré-existentes nas estruturas. 

McCown & Sellmer (1987), afirmam que a inibição da embriogênese 

somática no meio K, pode ser devido à grande quantidade de cloreto de 

cálcio presente em sua formulação, pois, algumas espécies podem ser 

altamente sensíveis ao sal. Segundo os mesmos autores, a força iônica 

total do meio de cultura, que varia conforme a concentração de íons 

inorgânicos presentes, a concentração de nitrogênio inorgânico (amônio 

e nitrato) e a razão amônio/nitrato, podem influenciar no crescimento in 

vitro. Segundo estes autores o meio de cultura WPM possui 42,39 mM 

de íons inorgânicos, 14,58 mM de nitrogênio e razão amônio/ nitrato 

igual a 0,51, já o meio MS possui duas vezes mais de íons inorgânicos 

(94,25 mM), quatro vezes mais nitrogênio e razão amônio/nitrato 
semelhante (0,52).  

A utilização de baixas temperaturas, durante a desidratação, foi 

testada como alternativa para o armazenamento das culturas 

embriogênicas do tipo 2, fora do meio de cultura, por um maior período 
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de tempo, diminuindo assim, a necessidade de repicagens a cada três ou 

quatro semanas de cultivo. Além disso, estudos feitos com flores e 

inflorescências de diversas espécies, em baixas temperaturas, têm 

estimulado a resposta embriogênica em anteras. Grãos de pólen, tratados 

com baixas temperaturas, por períodos adequados, apresentam resposta 

embriogênica mais elevada em comparação com explantes não tratados. 

No entanto, muito pouco se sabe sobre os efeitos da baixa temperatura 

sobre a reprogramação celular, de células não embriogênicas para que se 

tornem células embriogênicas durante o cultivo in vitro (Teixeira & 

Marbach, 2002). No entanto, foi possível observar que as culturas 

embriogênicas de Ocotea catharinensis mantidas desidratando por 2 

semanas a 25ºC, seguida de duas semanas em geladeira (5ºC), 

apresentaram uma frequência de embriogênese somática 

significativamente maior do que a das culturas embriogênicas mantidas 

durante as quatro semanas de desidratação a 25ºC, apresentando também 

uma maior sincronia das culturas, em que foi observado um elevado 

número de embriões somáticos no estágio cotiledonar inicial.   

6.3 CARACTERIZAÇÃO HISTOQUÍMICA DE CULTURAS EMBRIOGÊNICAS 

DE Ocotea catharinensis 

 

Segundo Yeung (1995) o início da diferenciação estrutural do 

embrião somático se dá com a formação da protoderme circundando o 

embrião, como foi observado no presente trabalho, nos embriões 

somáticos no estágio globular, produzidos a partir das estruturas das 

culturas embriogênicas do tipo diferenciada 2, nas estruturas globulares 

produzidas pelas culturas embriogênicas do tipo diferenciada 1, nas 

estruturas cotiledonares iniciais, predominantes nas culturas 

diferenciada tipo 2, e nos embriões somáticos no estágio cotiledonar 

maduro. Assim sendo, foi possível observar neste trabalho que, cada 

tipo de estrutura e de cultura embriogênica estudada, está em um estágio 

de diferenciação específico. 

Segundo os testes histoquímicos realizados com as estruturas 

provenientes de diferentes tipos de culturas embriogênicas de Ocotea 

catharinensis, foi possível observar diferenças nos padrões de reserva e 

localização dos polissacarídeos ácidos, neutros e proteínas. Foi possível 

observar, também, que os embriões secundários no estágio globular, 

originados das estruturas cotiledonares das culturas embriogênicas tipo 

diferenciada 2, as estruturas globulares produzidas pelas culturas 

embriogênicas do tipo diferenciada 1 e aquelas produzidas pelas cultura 
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tipo diferenciada 2 apresentaram maior atividade mitótica do que os 

embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro. O aumento do 

volume celular, com expansão do vacúolo, por sua vez, foi característico 

dos embriões somáticos no estágio cotiledonar maduro. 

Assim como os embriões zigóticos os embriões somáticos 

armazenam em seus tecidos de reserva, proteínas, lipídios e carboidratos 

(Gupta et al., 1991). As reservas de proteínas, carboidratos e lipídeos 

começam a ser produzidas após o período inicial do crescimento 

mitótico, sendo que as proteínas são depositadas em corpos protéicos, 

carboidratos são convertidos em amido ou entram na composição da 

parede celular e lipídeos em corpos lipídicos ou oleaginosos. (Bewley e 

Black, 1994). 

Segundo Scott e Dorling (1995 apud Bouzon, 1999), as reações 

de parede celular com AT-O diferem quantitativamente e 

qualitativamente, conforme as diferentes frações ácidas dos 

polissacarídeos. Quando corados com AT-O, apenas as paredes 

celulares de algumas células das estruturas produzidas a partir das 

culturas embriogênicas de Ocotea catharinensis dos tipos diferenciada 1 

(estruturas globulares)  e diferenciada 2 (embriões somáticos no estágio 

cotiledonar inicial) apresentaram uma leve reação metacromática, 

apresentando coloração violácea. Resultado diferente foi obtido por 

Santa-Catarina (2001), com embriões somáticos de O. catharinensis, em 

que houve intensa reação metacromática na parede celular, devido à 

presença de polissacarídeos ácidos em grande quantidade. Isto ocorreu, 

talvez pelo fato dos embriões somáticos utilizados no presente trabalho 

estarem em estados de diferenciação diferentes e é um indicativo de que 

os polissacarídeos da parede celular podem estar sofrendo alterações, 

qualitativas e quantitativas, de acordo com o estágio de 

desenvolvimento dos embriões somáticos. Assim, tais moléculas 

poderiam funcionar como marcadores bioquímicos do desenvolvimento, 

mas para comprovar esta hipótese, estudos mais detalhados sobre as 

alterações na quantidade e na composição dos polissacarídeos da parede 

celular de embriões em diferentes estágios de desenvolvimento devem 

ser conduzidos.  Além disto, no presente estudo também foram 

detectados grânulos ortocromáticos no citoplasma das células das 

estruturas embriogênicas estudadas.  
A reação de PAS é a utilizada para a identificação dos 

polissacarídeos neutros, onde o ácido periódico oxida moléculas que 

possuem os grupos 1,2-glicol, que é geralmente encontrado nas 

moléculas de celulose e amido (Trick e Pueschel, 1990). Nas estruturas 
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embriogênicas de Ocotea catharinensis analisadas no presente trabalho 

foi possível observar grãos de amido nas células da protoderme e nas 

células parenquimáticas do tecido de reserva dos cotilédones, sendo que 

o tamanho dos grãos de amido variou conforme a região em que se 

encontrava no embrião somático, e também conforme o tipo de estrutura 

embriogênica estudada.  

Resultados semelhantes foram encontrados, para a mesma 

espécie, em que  as células da protoderme apresentaram grãos de amido 

pequenos, enquanto que nas células localizadas na parte mais interna 

dos cotilédones os grãos observados foram maiores (Santa-Catarina, 

2001).  Do mesmo modo, embriões zigóticos de Vicia faba 

apresentaram grãos pequenos na protoderme e maiores nas células 

parenquimáticas do tecido cotiledonar (Borisjuk et al., 1995). Conforme 

estudos realizados com as espécies Aspidosperma polyneuron (Ribas et 

al., 2005) e Araucária angustifólia (Steiner et al., 2009), os grãos de 

amido têm sido apontados como indicadores do processo embriogênico, 

estes autores sugerem ainda  a relação da presença de grãos de amido 

com processos de embriogênese somática in vitro. Para verificar se há 

diferença na quantidade de amido produzido pelos diferentes tipos de 

culturas embriogênicas e pelos embriões secundários no estágio globular 

e cotiledonar maduro, o que seria indicativo de diferenças no 

metabolismo de carboidratos, novos experimentos devem ser 

conduzidos. 

Bouzon (1999) afirma que as proteínas são as principais 

constituintes estruturais das membranas das organelas celulares e estão 

presentes no citoplasma, como moléculas envolvidas em diversas rotas 

metabólicas, muitas delas atuando como enzimas. A alta afinidade de 

ligação a proteínas que CBB possui, faz com que seja o corante mais 

utilizado para identificação e quantificação de proteínas totais (Cawood 

et al., 1978).  Quando coradas com CBB, as células dos embriões 

somáticos secundários, produzidos a partir das estruturas desidratadas, 

assim como as estruturas embriogênicas produzidas pelas culturas dos 

tipos diferenciadas 1 e 2 de Ocotea catharinensis evidenciaram 

componentes protéicos abundantes, nas paredes celulares e distribuídos 

por todo o citoplasma, mas que diminuíram nos embriões somáticos no 

estágio cotiledonar maduro, o que indica a coincidência da atividade 
protéica intensa com os momentos fisiológicos que requerem grande 

atividade mitótica, em tecidos de natureza meristemática, pouco 

diferenciados.  
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A maior concentração de componentes protéicos distribuídos 

pelo citoplasma indica intensa produção de organelas celulares. A 

síntese protéica para a gênese de organelas celulares torna o citoplasma 

compacto e muito ativo, o que é típico de células em multiplicação e 

divisão celular. Grande quantidade de proteínas de reserva, em forma de 

unidades granulares e corpos protéicos, também foram observados em 

embriões zigóticos de Theobroma cacao (Alemanno, et al. 1997). Já, no 

presente trabalho, nas células dos embriões somáticos maduros de 

Ocotea catharinensis, a reação positiva ao CBB foi menos intensa no 

citoplasma e ficou mais restrita às regiões nuclear e perinuclear (onde se 

concentram as organelas citoplasmáticas), resultado semelhante ao 

obtido por Santa-Catarina (2001) em embriões somáticos maduros da 

mesma espécie. 

Análises quantitativas e qualitativas das proteínas 

produzidas pelos diferentes tipos de culturas embriogênicas, estudadas 

no presente trabalho e pelos embriões somáticos, nos diferentes estágios, 

serão de fundamental importância para a identificação de possíveis 

marcadores moleculares do desenvolvimento e elucidação dos eventos 

metabólicos, que ocorrem durante o processo de diferenciação dos 

embriões somáticos. Tais estudos, associados aos estudos de genômica 

funcional, poderão contribuir para um conhecimento mais aprofundado 

sobre o controle gênico dos processos de embriogênese somática, em 

cada estágio de desenvolvimento e deverão ser realizados futuramente. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

Tomados em conjunto os resultados encontrados no presente 

estudo permitiram as seguintes conclusões sobre o sistema de 

embriogênese somática de Ocotea catharinensis: 

 As análises das curvas de dissimilação apresentaram 

padrão linear de crescimento das culturas crescidas em 

meio de cultura com sacarose, entrando na fase 

estacionária após o 20º dia, enquanto as culturas 

embriogênicas crescidas em meio de cultura com 

glucose apresentaram mais de um padrão de 

crescimento. 

 As características das formulações salinas dos meios 

de cultura, assim como das morfologias influenciam no 

conteúdo de metabólitos secundários. Sendo que o 

período de cultivo interfere na quantidade de 

carotenóides, mas não de compostos fenólicos 

 O perfil metabólico das culturas embriogênicas de 

Ocotea catharinensis obtidos através da 

espectrofotometria de varredura em UV-Vis e 

espectroscopia de FT-IR corroboram os resultados 

obtidos na quantificação de metabólitos secundários. 

 A atividade antioxidante avaliada nos extratos de 

culturas embriogênicas ao longo das semanas 

apresentou alta correlação com a concentração de 

compostos fenólicos. A cultura embriogênica do tipo 

friável apresentou maior atividade antioxidante, não 

apresentando correlação com a concentração dos 

metabólitos secundários avaliados. 

 Períodos e baixas temperaturas durante a desidratação 

dos embriões somáticos, influenciaram na indução da 

embriogênese somática secundária em Ocotea 

catharinensis.  

 Culturas embriogênicas somáticas mantidas na 

presença de fonte luminosa apresentam maiores 

valores médios de embriogênese somática secundária, 

quando na ausência de fonte luminosa e glucose a 

116,8mM apresentam maior embriogênese somática 
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secundária quando comparada as culturas mantidas na 

presença de sacarose 54,8mM. 

 Culturas embriogênicas mantidas em meio de cultura 

suplementado com 54,8 mM de sacarose e 116,8 mM 

de glucose ambos com 121 mM de sorbitol, 2,73 mM 

de glutamina, 1,5 g.L
-1

 de carvão ativo e 2 g.L
-1

 de 

Phytagel, apresentaram os melhores resultados na 

indução de embriogênese secundária. 

 A partir da caracterização histoquímica foi possível 

observar que as estruturas embriogênicas somáticas 

secundárias produzidas a partir de embriões 

desidratados, culturas do tipo diferenciado 1 e 2, 

apresentam grande quantidade de proteínas dissolvidas 

no citoplasma, apresentando baixa concentração de 

polissacarídeos ácidos. Conforme a diferenciação das 

culturas, maior a organização dos grãos de amido em 

agregados. 

 A produção de estruturas embriogênicas somáticas 

secundárias de Ocotea catharinensis em diferentes 

condições, para a investigação da produção de 

compostos do metabolismo secundário é possível, 

havendo a necessidade de estudos de longo prazo para 

a confirmação dos resultados obtidos.  
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