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RESUMO 
 

A embriogênese somática é uma técnica de clonagem de alta eficiência, na qual, a 
partir de qualquer tecido vegetal e sob condições adequadas, ocorre um processo de 
desdiferenciação e rediferenciação celular com a consequente formação de embriões 
somáticos. Dentre os gargalos da técnica, observa-se que ao permanecerem em 
proliferação por mais de dez repicagens as massas pró-embriogênicas (MPEs) 
apresentam perda de competência embriogênica (CE), que pode estar relacionada a 
processos epigenéticos. Além disso, devido a baixa taxa de indução de massas pró-
embriogênicas (MPEs) a partir de megagametófitos imaturos observada para as 
coníferas, os protocolos ainda necessitam de ajustes, podendo a temperatura ser um 
fator determinante. Como objetivos deste trabalho são  elencados: avaliar o efeito (i) 
da temperatura e do genótipo na embriogênese somática em Pinus taeda (Pt) e Pinus 
elliottii x P. caribaea var. hondurensis (PExPCH); e (ii) do agente hipometilante 
azacitidina (5-azaC) na reaquisição da CE nas linhagens ECL02 e ECL05 do híbrido 
PExPCH. Para o experimento (i), megagametófitos de 5 genótipos de Pt foram 
submetidos às temperaturas 15°C, 23°C e 28°C e ainda a choque térmico de 60°C por 
5 min seguido de incubação a 23°C. Após 10 semanas no escuro, foram avaliados 
quanto a taxa de indução de MPEs e oxidação, além da proliferação por sete 
semanas. Em (ii), MPEs permaneceram em subcultivo por 17 meses, 500 mg dessas 
foram expostas ao 5-azaC nas concentrações de 50 e 150 μM por 10 dias em meio 
de cultura ou cultivadas em meio controle desprovido de 5-azaC em quadruplicata 
para cada concentração. As coletas foram realizadas durante o experimento no 
terceiro e décimo dia, na sequência se procederam as análises de citoquímica com 
carmim acético e azul de Evans, assim como, para ECL05, metabolômica via CG-EM. 
Em ambos os experimentos, as MPEs seguiram para análise de expressão dos genes 
relacionados à totipotência Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 1 (SERK1) e 
Leafy Cotyledon 1 (LEC1) via RT-qPCR. Os dados foram analisados pelo teste de 
Kruskall-Wallis (p < 0,05). Como resultado de (i), observou-se que a indução de MPEs 
não foi afetada pelas temperaturas aplicadas. O efeito do genótipo foi significativo (p 
< 0,01) na indução e os níveis de expressão de SERK1 e LEC1 aumentaram 
expressivamente nos tratamentos a 28°C e 60°C. No segundo experimento (ii), a 
reaquisição da CE em ECL05 foi identificada após exposição ao agente 5-azaC na 
concentração 150 μM em todas as análises. Neste caso, foi observado o aumento de 
células embriogênicas, de metabólitos relacionados a CE e da expressão dos genes 
de interesse. Quanto a ECL02, na análise citoquímica não foi observado o aumento 
de células embriogênicas com a exposição ao 5-azaC e a análise de expressão gênica 
confirmou esse resultado. Desse modo, foi possível a seleção de genótipos com maior 
potencial embriogênico. Os resultados obtidos para a linhagem ECL05 sugerem que 
o agente 5-azaC pode ser efetivo na reaquisição da CE. 
 

Palavras-chave: Biotecnologia. Coníferas. Metilação do DNA. Potencial 
embriogênico. 

 



 
 

ABSTRACT 
 

Somatic embryogenesis is a highly efficient cloning technique, in which, from any plant 
tissue and under suitable conditions, a process of cell dedifferentiation and 
redifferentiation occurs, with the formation of somatic embryos. Among the bottlenecks 
of the technique, loss of embryogenic competence (EC) is observed when pro-
embryogenic masses (MPEs) remain in proliferation medium for more than ten 
subcultures, which may be related to epigenetic processes. Furthermore, due to the 
low induction rate observed for conifers, the protocols still need to be adjusted, and 
temperature may have a decisive influence. The objectives of this work were: to 
evaluate the effect (i) of temperature and genotype on somatic embryogenesis in Pinus 
taeda (Pt) and Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (PExPCH); and (ii) of the 
hypomethylating agent 5-azacytidine (5-azaC) in the CE reacquisition for the ECL02 
and ECL05 lines of the PExPCH hybrid. For experiment (i), megagametophytes from 
5 Pt genotypes were subjected to temperatures of 15°C, 23°C and 28°C and heat 
shock at 60°C for 5 min followed by incubation at 23°C. After 10 weeks in the dark, the 
initiation rate of MPEs and oxidation were evaluated, in addition to proliferation for 
seven weeks. In (ii), MPEs remained in subculture for 17 months, and then 500 mg of 
these were exposed for 10 days to 5-azaC added to the culture medium at 50 and 150 
μM as well as a control without 5-azaC, in quadruplicate for each concentration. After 
the third and tenth day samples were collected and submitted to cytochemical analyzes 
with acetic carmine and Evan's blue, as well as, for ECL05, metabolomic analyses via 
CG-EM. In both experiments (i and ii), the expression analysis of genes related to 
Somatic Embryogenesis Receptor Kinase 1 (SERK1) and Leafy Cotyledon 1 (LEC1) 
were carried out via RT-qPCR. Data were analyzed using the Kruskal-Wallis test (p < 
0.05). As a result of (i), it was observed that the induction of somatic embryogenesis 
was not affected by the temperature. The effect of genotype was significant (P < 0.01) 
on induction rate and the expression levels of SERK1 and LEC1 increased significantly 
in treatments at 28°C and 60°C. In the second experiment (ii), the reacquisition of EC 
in ECL05 was observed after exposure to the agent 5-azaC at a concentration of 150 
μM in all analyses, where an increase in embryogenic cells, EC-related metabolites 
and expression of the genes of interest were observed. For ECL02, the cytochemical 
analysis did not show an increase in embryogenic cells with exposure to 5-azaC and 
the gene expression analysis confirmed this result. Thus, it was possible to select 
families with higher embryogenic potential. The results observed for ECL05 suggest 
that 5-azaC can be effective in the reacquisition of EC for PExPCH. 

 

Keywords: Biotechnology. Conifers. DNA methylation. Embryogenic potential. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

A cadeia produtiva brasileira de base florestal plantada possui atividade 

econômica complexa com elevada demanda internacional. Constitui um ramo 

com diversificados produtos, segmentos e aplicações industriais com destaque 

para as madeiras de Pinus e Eucalyptus. Dentre as espécies de Pinus cultivadas 

estão P. taeda e P. elliottii utilizadas para fins industriais, representando 74% da 

área de floresta plantada no Paraná. Assim como, visando o reflorestamento, 

emprega-se P. caribaea var. hondurensis (APRE, 2018, 2020; IBÁ, 2020).  

Dentre as atividades econômicas no Brasil, duas grandes áreas 

contemplam a cadeia produtiva de árvores plantadas: a agropecuária, com 

representatividade dentro do setor de 4,4% em 2020. E a indústria da 

transformação a qual fabrica produtos de madeira, produzindo celulose, papel e 

produtos de papel. A participação total das exportações destes produtos foi de 

4,8% no mesmo ano, apesar do comércio internacional ter sofrido um grande 

impacto devido a pandemia causada pelo vírus COVID-19. No cenário mundial, 

o Brasil é o maior exportador de celulose e apresenta um expressivo crescimento 

na exportação na última década (IBÁ, 2021). 

O melhoramento genético em coníferas possibilita a elaboração de 

variedades resistentes a doenças (YANG et al., 2020), a seca (MATALLANA-

RAMIREZ et al., 2021) e auxilia na recuperação de florestas (SONG et al., 2020). 

Possibilitando que este seja otimizado, a embriogênese somática (ES) reduz o 

tempo de produção pela rápida propagação dos vegetais em comparação aos 

métodos tradicionais. Sendo realizada com sucesso, os genótipos de elite são 

selecionados para a implementação da silvicultura clonal em larga escala (LI & 

DUNGEY, 2018; SONG et al., 2020; WALTHER et al., 2022). 

A ES é o processo no qual o embrião se desenvolve a partir de um tecido 

vegetativo ou reprodutivo e sob condições apropriadas este é convertido em uma 

planta inteira e funcional (ELHITI, 2013; GUAN et al., 2016; PULLMAN, 2018). 

Dentre as coníferas, as condições físicas e químicas são fatores que demandam 

atenção central nos estudos com a ES (GUAN et al., 2016; PULLMAN, 2018). A 

temperatura é indicada como determinante nessa fase do desenvolvimento. Pela 

utilização da temperatura como fator de estresse na fase de indução da ES, é 

possível gerar um efeito de “memória” pelo mecanismo epigenético nomeado 
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priming effect (LÄMKE & BÄURLE, 2017; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 

2021).  

Em diversas espécies, contudo, observa-se uma relação progressiva da 

perda de competência embriogênica (CE) em linhagens celulares embriogênicas 

com o aumento de subcultivos em mais de dez meses (BRETON et al., 2006; 

KLIMASZEWSKA et al., 2007, 2009). A CE é associada a baixos níveis de 

metilação do DNA e relatos indicam que esta pode ser readquiria por meio de 

agentes epigenéticos como a 5-azacitidina (5-azaC; OSORIO-MONTALVO et al., 

2018).  

A investigação da ES após exposição a diferentes regimes de 

temperatura e sob ação do agente hipometilante 5-azaC se faz necessária, visto 

que há uma lacuna na literatura no que se refere a aspectos em nível celular e 

molecular. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos: (i) elucidar os efeitos 

da aplicação de diferentes regimes térmicos e do genótipo na indução de massas 

pró-embriogênicas (MPEs) de Pinus taeda e Pinus elliottii x P. caribaea var. 

hondurensis; e (ii) compreender os efeitos da aplicação de 5-azaC na 

proliferação de MPEs de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis visando 

reaquisição da CE. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 IMPORTÂNCIA ECONÔMICA DO SETOR 

 

O segmento brasileiro de silvicultura utiliza majoritariamente espécies 

dos gêneros Pinus e Eucalyptus, sendo mundialmente conhecido por sua alta 

produtividade. As condições edafoclimáticas promissoras favoreceram 

principalmente as regiões Sul e Sudeste, onde se localizam atualmente 

importantes polos industriais e a infraestrutura logística necessária, totalizando 

69,21% das áreas de florestas plantadas no Brasil (APRE, 2020; IBÁ, 2020).  

Constituindo um ramo com diversificados produtos, segmentos e 

aplicações industriais, essa cadeia produtiva possui atividade econômica 

complexa. Essa fornece toras para os segmentos industriais de papel e celulose; 

compensados (MDF, MDP e OSB); madeira serrada - para fabricação de móveis; 

energia – uso da biomassa residual na geração de vapor e energia; produtos 

com maior valor agregado como portas, janelas, molduras e papéis especiais. 

Neste caso a madeira de Pinus é valorizada por ser de fibra longa, conferindo 

maior resistência física e possuindo melhor absorção de tintas, visando a 

impressão gráfica (EMBRAPA, 2014; APRE, 2018, 2020).  

O sucesso do setor levou a significativos avanços na pesquisa em 

melhoramento e no desenvolvimento de técnicas silviculturais, tanto por 

universidades, quanto pelas iniciativas pública e privada. Assim, o investimento 

na inovação em produtos e processos desde a matéria-prima até a gestão de 

resíduos se apresenta relevante, possibilitando a ampliação do mercado para 

além dos produtos já consolidados (APRE, 2020; IBÁ, 2020). 

Os produtos brasileiros de base florestal têm grande demanda 

internacional, tendo como principais destinos Estados Unidos e China com 

59,4% do valor total exportado, seguido de Países Baixos 8,7% e Itália 8,6% 

(APRE, 2020). Em relação aos indicadores econômicos, no ano de 2019 o setor 

de árvores plantadas teve participação de 1,2% no PIB total brasileiro e saldo de 

US$10,3 bilhões na balança comercial (IBÁ, 2020). 
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O aquecimento global também é uma pauta importante. De acordo com 

Pérez-Oliver et al. (2021), este será desafiador para espécies florestais e as 

coníferas podem estar entre as que serão mais afetadas devendo se ajustar a 

climas mais quentes. Com a importância deste setor, novas tecnologias devem 

ser desenvolvidas e aplicadas para ampliar os conhecimentos sobre as 

espécies, assim como, aprimorar as cadeias produtivas. 

 A combinação das tecnologias de embriogênese somática e 

criopreservação de germoplasma a longo prazo são  citadas por Klimaszewska 

et al. (2011) por oferecem vantagens relevantes para a produtividade florestal 

por meio da silvicultura clonal. Li e Dungey (2018)  indicam que o uso combinado 

de ferramentas de implantação, como enxerto de copa e embriogênese, 

juntamente à seleção genômica aceleram a entrega de ganho genético à floresta 

possibilitando melhorias em um prazo reduzido. 

 

2.2 EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA 

 

Entre as fanerógamas a dupla fertilização resulta no estabelecimento do 

zigoto unicelular e do endosperma, o desenvolvimento subsequente desse 

zigoto até a formação de um embrião é nomeado embriogênese (HAND et al., 

2016). A embriogênese também pode ocorrer sem que haja a fertilização, sendo 

a embriogênese somática uma das possibilidades de formação de embriões 

assexuados in vivo ou in vitro (SMERTENKO & BOZHKOV et al., 2013; HAND 

et al., 2016).  

O termo embriogênese somática (ES) aponta a similaridade morfológica 

dessa via de regeneração vegetativa para com a embriogênese zigótica 

(WINKELMANN, 2016). A fascinante via da ES foi descrita em cenoura por 

Reinert (1958) pela primeira vez há mais de 60 anos e ocorre a partir de 

estruturas bipolares derivadas de uma ou algumas células de origem somática 

(PULLMAN, 2018). 

É definido ES como um processo no qual o embrião se desenvolve de 

maneira assexuada a partir de um tecido vegetativo ou reprodutivo, ou seja, uma 

célula vegetal pode se desdiferenciar em uma célula-tronco embrionária 
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totipotente e, sob condições apropriadas, originar um embrião que se desenvolve 

em uma planta inteira e funcional. In vitro as células somáticas adquirem a 

competência embriogênica como resultado de estímulos químicos e físicos 

impostos durante o processo de desdiferenciação (ELHITI et al., 2013; GUAN et 

al., 2016; PULLMAN, 2018).  

Em coníferas, a ES in vitro ocorre por meio de quatro etapas: (i) iniciação 

ou indução, (ii) multiplicação ou proliferação, (iii) maturação de massas pró-

embriogênicas em embriões somáticos e (iv) conversão destes em plântulas 

(PULLMAN, 2018). Sendo possível criopreservar as células nas etapas de 

proliferação de massas pró-embriogênicas ou de embriões maduros, visando o 

armazenamento das culturas (PULLMAN, 2018).  

Devido às embriogêneses zigótica e somática compartilharem elevada 

similaridade em muitos estágios do desenvolvimento (Figura 1), a ES se tornou 

um sistema modelo importante para estudar a embriogênese em nível molecular, 

celular e tecidual. As vantagens práticas da ES estão em possibilitar a redução 

do tempo de produção para plantas de alto valor comercial, facilitar a aplicação 

da engenharia genética e a produção comercial de híbridos (WILLEMSEN & 

SCHERES, 2004; PULLMAN, 2018). 

 

Figura 1. Estádios morfológicos da embriogênese somática em gimnospermas 
(Piceacea). Adaptado de Smertenko e Bozhkov (2014). 
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Em Pinus spp. os protocolos para a fase de indução na ES estão 

relativamente mais avançados, contudo, a maturação de massas pró-

embriogênicas em embriões somáticos cotiledonares normais apresenta 

desafios recorrentes (MONTALBÁN et al., 2016; WINKELMANN, 2016). São 

apresentados problemas como baixa produção de embriões em P. pinea e P. 

kasiya, assim como, a morfologia anormal desses ou o não desenvolvimento da 

raíz (LIN et al., 2002; BRETON et al., 2005; YILDIRIM et al., 2006; CHOUDHURY 

et al., 2008; CARNEROS et al., 2009). 

As condições físicas e químicas são fatores que demandam atenção 

central nos estudos com a ES com coníferas. Sendo assim devem ser realizados 

estudos para analisar o efeito das condições de cultivo em espécies de Pinus. 

Apesar dos desafios, é esperado que a ES desempenhe um importante papel no 

futuro para auxiliar a silvicultura clonal, a sustentabilidade e a uniformidade dos 

plantios comerciais (MONTALBÁN et al., 2016; PULLMAN, 2018).  

2.2.1  Aspectos genéticos e epigenéticos da embriogênese somática 

 

O termo indução de células embriogênicas pode ser utilizado para se 

referir a todos os eventos de reprogramação de uma célula diferenciada. Porém, 

recentemente essa etapa foi dividida em fases, sendo estas: desdiferenciação, 

aquisição de totipotência e comprometimento em células embriogênicas 

(SMERTENKO & BOZHKOV, 2014; WINKELMANN, 2016). 

Sendo pré-requisito para obter competência embriogênica, a  

desdiferenciação das células somáticas resulta em reprogramação genética, 

perda do destino celular e mudança para células meristemáticas (totipotentes). 

Essa etapa é de decorrência multifatorial, porém é discutido que estresses 

devido a ferimento, separação do tecido circundante, condições de cultura in vitro 

e presença de auxina possuem um papel central na desdiferenciação (FÉHER 

et al., 2003; WINKELMANN, 2016).  

Quanto à aquisição de totipotência, 25 genes candidatos foram 

associados à expressão da totipotência celular (ELHITI et al., 2013). Estes 

autores identificaram funções destes genes durante a transcrição, transdução de 
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sinal, modificações pós-traducionais, respostas a hormônios vegetais, reparo e 

metilação do DNA e, pela primeira vez, fosforilação de proteínas e sinalização 

do ácido salicílico. Neste mesmo estudo também foi verificado que o 

comprometimento em células embriogênicas possui envolvimento de genes para 

transdução de sinal, organização de microtúbulos, metilação do DNA, regulação 

da transcrição, apoptose e sinalização mediada por hormônios vegetais. A 

identificação dessas informações por Elhiti e colaboradores foi realizada através 

de abordagem bioinformática utilizando o banco de dados de interconexões 

CCSB (Center of Cancer Systems Biology) e Arabidopsis thaliana como modelo 

vegetal.  

Comparado com A. thaliana, o entendimento do mecanismo molecular 

que regula a ES em espécies florestais é laborioso em razão do grande tamanho 

dos genomas (BIROL et al., 2013; NYSTEDT et al., 2013; NEALE et al., 2014; 

ZIMIN et al., 2017). Com isso, a identificação de genes chave durante a ES 

nessas espécies é valiosa para orientar a descoberta da rede regulatória em 

espécies florestais. Doze genes relacionados à ES foram apresentados por Elhiti 

et al. (2013), dentre esses os mais conhecidos estão nas fases de (i) 

diferenciação celular: PRC1 - polycomb repressive complex 1; (ii) expressão de 

totipotência: SERK1  - somatic embryogenesis receptor-likekinase 1, LEC1 - 

leafy cotyledon 1, WUS – wuschel; e (iii) comprometimento em células 

embriogênicas: CDKA - cyclin-dependent kinase A. 

Em literatura é recorrente a citação da família de genes SOMATIC 

EMBRYOGENESIS RECEPTOR KINASE (SERK) como codificadora para 

enzimas quinases, as quais são altamente conservadas e regulam respostas 

celulares e fisiológicas pela fosforilação de diferentes substratos (HE et al., 

2018). A busca por genes marcadores indicando a transição de células 

somáticas para células embriogênicas resultou na identificação de SERK, tendo 

a primeira observação da sua expressão transitória sido realizada por Schmidt 

et al. (1997) em uma cultura embriogênica derivada do explante de hipocótilo de 

Daucus carota. 

A expressão de homólogos de SERK em células embriogênicas de 

coníferas foi relatada em Araucaria angustifolia (STEINER et al., 2012), Pinus 

radiata (BRAVO et al., 2017), Picea glauca (KLIMASZEWSKA et al., 2011) e 
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Picea balfouriana, e foi sugerido o uso de SERK como marcador molecular 

putativo dos estádios iniciais da ES (LI et al., 2014).  

Dentre os genes citados, foram identificados em A. thaliana alguns tipos 

que codificam para fatores de transcrição realizando regulação positiva na ES. 

O primeiro é LEAFY COTYLEDON (LEC) - AtLEC1 e AtLEC2. Apresentando a 

relevância desse para o processo, estudos apontaram que a expressão ectópica 

(i.e., expressão anormal) de AtLEC1 é suficiente para induzir a embriogênese 

somática a partir de células vegetativas (LOTAN et al., 1998; GAJ et al., 2005). 

Assim como, indicam que AtLEC1 atua como regulador central na determinação 

do destino celular e em diversas vias de sinalização como as de expressão em 

resposta a estresses abióticos tanto na embriogênese zigótica quanto somática 

(BRAYBROOK & HARADA, 2008; JUNKER et al., 2012; RADOEVA & WEIJERS, 

2014; HUANG et al., 2015). As funções de AtLEC2 estão relacionadas à 

regulação da ES por meio da repressão da expressão do gene Gibberellin3-beta-

dioxygenase2 (AtGA3ox2) e ao estímulo da via da auxina através da regulação 

positiva de genes relacionados à sua biossíntese (CURABA et al., 2004; 

BRAYBROOK et al., 2006; STONE et al., 2008; GUAN et al., 2016).  

Em coníferas há relatos da expressão de homólogos de LEC analisados 

por Uddenberg et al. (2011) após tratamento com o inibidor de histona 

desacetilase em Pinus sylvestris e Picea abies sugerindo uma possível ligação 

entre a estrutura da cromatina e a expressão de genes relacionados à 

embriogênese. Também são relatados estudos em Pinus contorta (PARK et al., 

2010), Picea glauca (KLIMASZEWSKA et al., 2011) e Araucaria angustifolia 

(SCHLÖGL et al., 2012).   

A segunda classe de fatores de transcrição com regulação positiva inclui 

AGAMOUS-like 15 (AtAGL15). Foi demonstrado que sua superexpressão 

ectópica aumentou a taxa de iniciação de ES a partir de meristema apical aéreo 

de Arabidopsis (HECK et al., 1995; HARDING et al., 2003). BABYBOOM 

(AtBBM) se enquadra no terceiro tipo, induzindo a formação de massas 

embriogênicas a partir de folhas e cotilédones por meio de sua expressão 

ectópica (BOUTILIER et al., 2002). E o quarto tipo de fatores de transcrição é 

constituído por uma família de genes nomeada WUSCHEL-related homeobox 

(WOX), atuando na ES pela ativação de genes AtLEC (ZUO et al., 2002; WANG 
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et al., 2009). Dessa família, o AtWUS opera na padronização embriogênica e na 

manutenção de células totipotentes, sendo sugerido que AtWUS possui funções 

especializadas em variadas fases do desenvolvimento nos vegetais (GALLOIS 

et al., 2004; SU et al., 2009; GUAN et al., 2016). 

Por outro lado, muitos repressores atuam na embriogênese somática, 

dentre esses estão as proteínas B3 VP1 / ABI3-LIKE (AtVAL) as quais podem 

suprimir a transcrição de genes embrionários por processos epigenéticos via 

ubiquitinação da histona H2A (H2Aub) pelo recrutamento do complexo 

repressivo Polycomb 1 (AtPRC1); bem como, manter a repressão por 

trimetilação na lisina 27 da histona H3 (H3K27me3) mediada por AtPRC2 (YANG 

et al., 2013 GUAN et al., 2016).  

Esses complexos repressivos também desempenham um papel crítico 

na transição do estado embriogênico à pós-embriogênico via supressão da 

expressão de genes AtLEC (CHEN et al., 2010; BOUYER et al., 2011); na 

prevenção de desdiferenciação de células somáticas maduras em raízes de A. 

thaliana por parte de AtPRC2. Foi identificado que mutantes ectópicos de 

AtPRC2 produzem calos e embriões somáticos espontaneamente em cultura de 

tecidos (CHANVIVATTANA et al., 2004). Assim como, há estudos indicando que 

quando a repressão epigenética por AtPRC2 é removida, as células totalmente 

diferenciadas também podem se desdiferenciar e produzir embriões somáticos 

(IKEUCHI et al., 2015; GUAN et al., 2016). Dessa forma, o uso de agentes que 

possibilitam a modulação do epigenoma vem sendo investigado para a 

otimização de gargalos na técnica de ES. 

 

2.2.2 Efeito da azacitidina na reaquisição de competência embriogênica 

 

O termo epigenética se refere a variações na expressão gênica, as quais 

são independentes da mudança da sequência do DNA. Dessa forma, os 

processos de metilação do DNA e das modificações das proteínas histonas na 

cromatina controlam a programação genética de um organismo por impossibilitar 

o acesso de fatores e da maquinaria de transcrição pela compactação da 

cromatina (CHENG, 2014; DE-LA-PEÑA et al., 2015; KUMAR & STADEN, 2017). 
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Metilação do DNA se refere à adição de um grupamento metil na posição 

5’ do anel de pirimidina (5mC) em resíduos de citosina, i.e., em citidinas, no DNA. 

Em diversos organismos essa ocorre nas ilhas CpG (citosina adjacente a 

guanina); contudo, nas plantas, também é encontrada em sequências de bases 

CG e CHG e das sequências de nucleotídeos CHH sendo considerada mais 

complexa nos vegetais (H = Adedina, Timina ou Citosina; DE-LA-PEÑA et al., 

2015; KUMAR & STADEN, 2017). 

Os mecanismos epigenéticos, a expressão gênica e os padrões 

metabólicos são orquestrados por diferentes condições endógenas e exógenas 

ao explante, podendo alterar a natureza deste (OSORIO-MONTALVO et al., 

2018). Pela compreensão de como esses mecanismos influenciam a aquisição 

do destino celular é possível otimizar gargalos na técnica de ES.   

Durante a proliferação celular em espécies florestais são observadas 

massas pró-embriogênicas (MPEs), nas quais as células que possuem a 

competência embriogênica apresentam dois grupos celulares distintos: células 

somáticas, caracterizadas por serem isodiamétricas, globulares e agrupadas, e 

células do suspensor, as quais são alongadas por decorrerem da primeira 

divisão celular assimétrica durante a ES (WINKELMANN, 2016). Contudo, é 

observada uma relação progressiva da perda de competência embriogênica em 

linhagens celulares embriogênicas e a taxa de maturação decrescente com o 

aumento de subcultivos em mais de dez meses (BRETON et al., 2006; 

KLIMASZEWSKA et al., 2007, 2009).  

Indicando a associação da elevada competência embriogênica com 

baixos níveis de metilação do DNA, Osorio-Montalvo et al. (2018) discorrem 

sobre o uso do agente hipometilante azacitidina como um promotor de mudanças 

epigenéticas visando a obtenção do melhor potencial dos protocolos de ES. 

Os resíduos de citosina são altamente metilados em plantas 

desenvolvidas. Sendo a azacitidina (5-azaC) um análogo à citidina, essa é 

incorporada aleatoriamente ao DNA durante a replicação impedindo a metilação 

em vastas extensões da dupla fita devido a presença do nitrogênio na posição 5’ 

do anel de pirimidina, tendo como resultado a alteração da expressão gênica 

(JONES & TAYLOR, 1980; TAYLOR & JONES, 1982; OSORIO-MONTALVO et 
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al., 2018; CHEN et al., 2021). Com esse potencial de redução da metilação global 

do DNA, estudos vêm investigando o uso do agente 5-azaC na recuperação de 

competência embriogênica em diversas espécies (FRAGA et al.,  2012; PÉREZ 

et al., 2015; SOLÍS et al., 2015; PILA QUINGA et al., 2017; BETEKHTIN et al., 

2018; REE et al., 2020).  

Estudos com diferentes tratamentos de 5-azaC com a família Pinaceae, 

indicam que, na maturação, se obteve as maiores quantidades de embriões de 

Pinus pinaster nas concentrações de 10 e 15 μM, porém o crescimento das 

MPEs foi inversamente proporcional ao aumento da concentração do agente 

(KLIMASZEWSKA et al., 2009). Observou-se também uma redução significativa 

na taxa de crescimento e na competência embriogênica no híbrido Larix x 

euroleis (TEYSSIER et al., 2014). Considerando os resultados antagônicos, mais 

estudos  devem ser realizados para esclarecer os processos relacionados ao 

uso do agente em espécies florestais. 

 

2.2.3 Efeito da temperatura na indução na embriogênese somática 

 

Sendo os vegetais organismos sésseis, esses desenvolveram um 

elevado potencial de adaptação às condições ambientais. É possível visualizar 

a aplicação desse nas árvores florestais pela apresentação do grande porte e 

vida longa destas, com populações contínuas e ciclos de vida complexos 

(LASCOUX et al., 2016). Para a adaptação ao novo ambiente e facilitando 

mudanças evolutivas a curto prazo, considera-se a plasticidade fenotípica (i.e., 

mudanças no fenótipo induzidas pelo ambiente) um dos principais fatores 

envolvidos no processo de adaptação (NICOTRA et al., 2010; TRONTIN et al., 

2021).   

Apesar dos mecanismos envolvidos na plasticidade fenotípica não 

serem amplamente conhecidos, acredita-se que sejam englobados fatores 

genéticos e epigenéticos. No entanto, os polimorfismos genéticos já identificados 

respondem por uma pequena parte na variação fenotípica observada, sendo 

assim, evidências para a rápida evolução adaptativa demandam determinantes 

adicionais (MAHER, 2008; PLOMION et al., 2016; SOW et al., 2018; TRONTIN 

et al., 2021). Com ênfase no fator epigenético, é sugerido por Sow et al. (2018) 
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que esse tenha um papel determinante na resposta à variação ambiental em 

espécies florestais. 

Ao sofrer um período de estresse, como hídrico ou de temperatura,  a 

planta pode desenvolver uma “memória” pelo efeito de preparação (priming 

effect) devido a mecanismos epigenéticos, a qual pode se estender às gerações 

posteriores (LÄMKE & BÄURLE, 2017; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021). 

Quando relacionado à embriogênese somática, é possível que a aplicação de 

diferentes regimes de temperaturas na fase de indução possa invocar esta 

memória, permitindo que as plantas obtidas sejam mais resistentes a estresses 

abióticos. 

Estudos com diferentes espécies florestais vêm sendo realizados. Em 

Pinus radiata o objetivo foi avaliar se o efeito de diferentes tratamentos térmicos 

(30°C por 4 semanas seguido de mais 4 a 23°C; 50°C por 5 min, seguido de 8 

semanas a 23°C; e tratamento controle 23°C por 8 semanas) durante a indução 

poderia levar a respostas tardias como tolerância ao estresse hídrico em mudas 

somáticas após regeneração. Os resultados encontrados por Castander-Olarieta 

et al. (2020a) indicaram que o regime de temperatura aplicado retardou os efeitos 

negativos gerados em condições de seca após a conversão em plantas. 

Maiores taxas de maturação de embriões somáticos foram observadas 

em Pinus halepensis Mill. após tratamento a 60°C por 5 min, quando comparadas 

ao controle a 23°C (PEREIRA et al., 2020). Assim como, em Picea abies se 

constatou que a memória da exposição à temperatura é mantida e regula a 

formação dos botões e aclimatação ao frio (YAKOVLEV et al., 2010, 2012 e 

2016), além de possuir a capacidade de modular o tempo de crescimento e a 

fenologia do botão floral (KVAALEN & JOHNSEN 2008, CARNEROS et al., 2017; 

TRONTIN et al., 2021).   

Esse armazenamento de informações, transmitido dos estágios iniciais 

da embriogênese somática às plantas regeneradas, pode envolver a transdução 

de sinal entre o equilíbrio hormonal e a remodelação da estrutura da cromatina 

levando a alteração na expressão gênica (TRONTIN et al., 2021). Essa “memória 

epigenética” pode ter importância ecológica futuramente por promover uma 

resposta, com possível efeito geracional, ao estresse gerado por mudanças 

climáticas que vêm se tornando mais recorrentes (LÄMKE & BÄURLE, 2017; 

TRONTIN et al., 2021). 
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É estimado que atualmente as atividades humanas causaram um 

aumento no aquecimento global em cerca de 1,0ºC ±0,2 acima dos níveis pré-

industriais, alcançando níveis acima da média global anual em muitas regiões e 

sendo duas a três vezes maior no Ártico. Entre 2030 e 2052 é estimado que o 

aquecimento global atinja 1,5ºC caso continue neste ritmo acelerado (IPCC, 

2018). O declínio florestal em condições de estresse térmico levando à seca foi 

identificado em várias regiões do mundo (ALLEN et al., 2010).  

A epigenética é uma chave importante na adaptação e plasticidade 

vegetal (SAEZ-LAGUNA et al., 2014; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021), 

a aplicação da possibilidade de “memória epigenética” pela exposição a fatores 

abióticos estressantes abre um leque de novas alternativas na expressão de 

características induzíveis e esses mecanismos representam uma fonte rápida 

para enfrentar tais questões globais (PLOMION et al., 2016; TRONTIN et al., 

2021). 

 

2.3 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA E METABOLÔMICA  

 

Por ser uma técnica sensível e robusta, a PCR quantitativa em tempo 

real (qPCR) é considerada como o padrão ouro para analisar a expressão 

gênica. Essa realiza a mensuração da emissão de fluorescência a associando à 

síntese de um amplicon ao longo dos ciclos da reação possibilitando que um 

fragmento de DNA alvo específico seja quantificado (MORGANTE & BLAWID, 

2016). No entanto, essa é nomeada RT-qPCR quando o objetivo é a 

quantificação do cDNA (i.e., DNA complementar ao RNA mensageiro), tendo 

como base o processo de transcrição reversa (RT; MORGANTE & BLAWID, 

2016). 

Há dois métodos básicos para a quantificação gênica: (i) a quantificação 

absoluta, utilizada na determinação da quantidade exata de uma única 

sequência alvo - e.g., carga viral ou número de cópias; (ii) quantificação relativa, 

a qual compara os níveis de expressão de duas sequências (e.g., gene alvo de 

interesse e gene alvo de referência) em uma amostra teste e outra amostra de 

referência, expressando a razão desses alvos como resultado (TELLMANN & 

GEULEN, 2006; MORGANTE & BLAWID, 2016). 
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Para a comparação que ocorre na quantificação relativa, além do gene 

de interesse, é necessário um gene de referência que apresente expressão 

constitutiva (housekeeping gene), ou seja, que mantenha constante a sua 

expressão em todas as condições testadas (TELLMANN & GEULEN, 2006). 

Como essa permite facilmente a compreensão do comportamento da expressão 

gênica em duas ou mais condições, é a melhor técnica para determinação dos 

níveis de expressão de um gene de interesse (TELLMANN & GEULEN, 2006; 

UDDENBERG et al., 2011; KLIMASZEWSKA et al., 2011; SCHLÖGL et al., 2012; 

BRAVO et al., 2017; GRZYBKOWSKA et al., 2018; ARRILLAGA et al., 2019; 

OSORIO-MONTALVO et al., 2020). 

Agregando valor para a compreensão da resposta tecidual em condições 

abióticas estressantes, os dados gerados pela metabolômica podem trazer 

informações ricas sobre o estado bioquímico da planta, elucidando as respostas 

fisiológicas às condições as quais o material vegetal foi exposto (FIEHN et al., 

2000; ROESSNER et al., 2001a, b; SUMNER et al., 2003; ROBINSON et al., 

2009). E devido aos metabólitos serem produtos da maquinaria celular, a 

metabolômica é considerada por Trontin et al. (2016) como o estudo que resulta 

nas informações mais funcionais dentre as “ômicas”. 

Usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-

EM) em plantas, o metaboloma ou perfil metabólico é obtido com alta resolução, 

boa sensibilidade e repetibilidade (TRONTIN et al., 2016; CANUTO et al., 2018). 

Essa técnica combina a informação de tempo de retenção e o padrão de 

fragmentação gerado por meio da ionização por elétrons, possuindo alta 

credibilidade na identificação dos metabólitos (CANUTO et al., 2018).  

Apesar de poucos autores estudarem a ES utilizando a metabolômica, 

houve sucesso na aplicação dessa por Businge et al. (2013) na identificação de 

processos metabólicos regulando a ES em Picea abies. Realizando a 

comparação de perfis metabólicos de embriões somáticos normais vs. 

aberrantes, dentre os resultados, identificaram que o principal carboidrato 

utilizado pelas de linhagens normais na proliferação é a sacarose, enquanto para 

os fenótipos anormais houve preferência pela frutose.  

Observou-se um resultado semelhante com Picea glauca, tendo o uso 

preponderante de sacarose e glicose pelas células nas fases de proliferação e 

maturação (DOWLATABADI et al., 2009). Neste estudo, a presença de 
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aminoácidos de cadeia ramificada e da glutamina sugere a síntese e regulação 

de proteínas, transporte de nitrogênio e assimilação de amônio. Já os teores de 

prolina, serina e arabitol podem ser indicadores de estresse na proliferação para 

linhagens de Pinus taeda (ROBINSON et al., 2009).  

Em um estudo detalhado, Awada e colaboradores (2019) apresentaram 

os níveis superacumulados e subacumulados dos metabólitos em calos 

embriogênicos e não embriogênicos em Coffea arabica por meio de CG-EM.  

Neste foram constatados metabólitos pertencentes ao ciclo do TCA; a classe dos 

polióis; as vias metabólicas do açúcar, dos aminoácidos, dos ácidos graxos e do 

ascorbato e aldarato. Neste estudo possíveis marcadores metabólicos para a 

competência embriogênica  foram sugeridos: os metabólitos do ciclo do TCA, 

assim como, o ácido abscísico, maltose, mio-inositol, prolina e zeatina.   

Os possíveis marcadores do destino celular associados às principais 

fases de desenvolvimento na ES, foram apresentados nesse mesmo estudo de 

Awada et al. (2019). Entretanto, de forma discordante dos estudos anteriores, 

visualizou-se o desligamento das vias metabólicas relacionadas à hidrólise de 

açúcares na expressão máxima da totipotência. Com isso, fazem-se necessários 

mais estudos para uma melhor compreensão sobre vias metabólicas utilizadas 

na embriogênese somática em diferentes espécies e sob fatores estressantes. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS   
 

3.1 LOCAL DE PESQUISA 

 

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratórios de Cultura de Tecidos e 

Transformação, Biologia Molecular e de Tecnologia de Produtos Não 

Madeiráveis da Embrapa Florestas (Colombo, PR).  

 

3.2 EFEITO DA TEMPERATURA E DO GENÓTIPO NA INDUÇÃO DA 

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM Pinus taeda E Pinus elliottii x P. 

caribaea var. hondurensis 

 
3.2.1 Material vegetal  

 

Cones imaturos de Pinus taeda dos genótipos ADAM 18, 05, 15 FSCE e 

28 KLB Mar cedidos pela empresa FRP, localizada no município de Caçador 

(SC), foram coletados em área dessa localizada no município de Ponte Alta do 

Norte (SC) em dezembro de 2020. Após a coleta, o material foi embalado em 

papel Kraft e encaminhado ao Laboratório de Cultura de Tecidos e 

Transformação, sendo armazenado em geladeira (4± 2°C) até a extração das 

sementes e o início dos procedimentos. 

A assepsia dos cones se deu com a abertura desses, em seguida, as 

sementes foram levadas para a cabine de fluxo laminar onde foram 

desinfestadas por imersão em etanol 70% por 50 segundos, imersão em solução 

de hipoclorito de sódio (NaOCl) a 2,5% por 40 minutos, imersão em tiofanato 

metílico (Cercobin 700 WP) 1,5% por 30 minutos, e finalmente tríplice lavagem 

em água deionizada e autoclavada.  

Após a assepsia e com auxílio de pinça e bisturi, os megagametófitos 

foram extraídos e introduzidos em placas de Petri (92 x 16 mm) contendo meio 

de cultura mLV, composto por sais e vitaminas do meio mLV, suplementado com 

glutamina (500 mg.L-1), caseína hidrolisada (1 g.L-1), sacarose (20 g.L-1), 

Gelrite™ (4 g.L-1),  4,5 μM de 6-benzilamino purina (BAP) e 9 μM de ácido 

diclorofenóxiacético (2,4-D), conforme o protocolo adotado por Nunes et al. 

(2017). O meio teve seu pH ajustado em 5,8 e foi autoclavado a 121°C e 1 atm 
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de pressão, por 15 minutos. O material foi incubado no escuro em BOD a 23 ± 2 

°C. 

Além do Pinus taeda, foram utilizados megagametófitos do genótipo 

ESJA36 do híbrido Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis, obtidos a partir 

de cones de uma família pertencente ao Programa de Melhoramento Genético 

da Embrapa Florestas. Este material foi gentilmente cedido pelo Laboratório de 

Cultura de Tecidos e Transformação (Embrapa Florestas - PR). 

 

3.2.2 Aplicação do estresse térmico 

 

Megagametófitos de Pinus taeda (genótipos ADAM 18, 05, 15 FSCE e 

28 KLB Mar) e Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (genótipo ESJA36), 

após 1 a 4 semanas da introdução destes aos meios de indução, foram mantidos 

nas mesmas placas de Petri e submetidos às temperaturas de 15, 23 (controle) 

e 28°C em estufas de tipo BOD ou ainda submetidos a choque térmico de 60°C 

por 5 min em estufa pré-aquecida e imediatamente transferidos para BOD 

(23°C). Todos os tratamentos permaneceram no escuro nas respectivas 

temperaturas por 10 semanas (Figura 2).  

Contudo, do 58º ao 63º dia, os genótipos 05, 15 FSCE, 28 KLB Mar e 

ESJA36 na temperatura de 28°C permaneceram sob iluminação. Neste mesmo 

tratamento térmico, a genótipo ADAM 18 permaneceu a 23°C no escuro do 58º 

ao 62º dia.  

O delineamento foi inteiramente casualizado, cada tratamento conteve 

as seguintes repetições: a 15°C, genótipo ADAM 18 - 4 repetições com 9 

explantes em média; genótipo ADAM 18 – 7 repetições com 9 explantes em 

média; ESJA36 – 3 repetições e 8 explantes em média; 05 – 2 repetições com 

10 explantes; 15 FSCE – 3 repetições com 7 explantes em média; 28 KLB Mar 

– 5 repetições com 10 explantes. A 23°C, genótipo ADAM 18 - 5 repetições com 

10 explantes em média; genótipo ADAM 18 – 6 repetições com 10 explantes em 

média; ESJA36 – 4 repetições e 10 explantes em média; 05 – 3 repetições com 

10 explantes; 15 FSCE – 3 repetições com 9 explantes em média; 28 KLB Mar 

– 5 repetições com 10 explantes. A 28°C, genótipo ADAM 18 - 6 repetições com 

10 explantes em média; genótipo ADAM 18 – 6 repetições com 10 explantes em 

média; ESJA36 – 4 repetições e 10 explantes em média; 05 – 3 repetições com 
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10 explantes; 15 FSCE – 3 repetições com 9 explantes em média; 28 KLB Mar 

– 4 repetições com 9 explantes em média. E a 60°C, genótipo ADAM 18 - 6 

repetições com 9 explantes em média; genótipo ADAM 18 – 6 repetições com 10 

explantes em média; ESJA36 – 4 repetições e 10 explantes em média; 05 – 3 

repetições com 8 explantes; 15 FSCE – 3 repetições com 5 explantes em média; 

28 KLB Mar – 4 repetições com 10 explantes em média. 

Ao fim do experimento os explantes foram avaliados quanto à 

porcentagem de formação de massas pró-embriogênicas (MPEs), contabilizando 

os explantes que apresentaram essas sobre o total, e oxidação, observando  

MPEs que indicavam mudança na coloração de amarelo claro para escuro sobre 

o total. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-

Wilk) e homogeneidade (Levene), ao teste não paramétrico (Kruskal-Wallis) e as 

médias foram comparadas pelo teste da diferença mínima significante de Fisher 

usando o programa SPSS (versão 2.0).  

 

3.2.3 Subcultivo e coleta das massas pró-embriogênicas 

 

Após as 10 semanas sob estresse térmico, foi realizado o subcultivo das 

MPEs a cada três semanas por sete semanas. Esse foi realizado com auxílio de 

pinça e bisturi esterilizados, em cabine de fluxo laminar utilizando placas de Petri 

com o mesmo meio mLV descrito no tópico 3.2.1, sendo mantidas no escuro em 

estufas de tipo BOD (23± 2°C). Ao final deste, as MPEs (600± 20 mg) foram 

transferidas com auxílio de pinça para tubos Eppendorf de 2 mL e armazenadas 

em ultrafreezer (- 80ºC) até a extração de RNA das amostras. 
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Figura 2. Esquema da metodologia empregada no experimento efeito da temperatura e do 
genótipo na indução da embriogênese somática em Pinus taeda e Pinus elliottii x P. 
caribaea var. hondurensis.  
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3.3 EFEITO DA AZACITIDINA NA REAQUISIÇÃO DE COMPETÊNCIA 

EMBRIOGÊNICA  EM LINHAGENS DE Pinus elliottii x P. caribaea var. 

hondurensis 

  
3.3.1 Material Vegetal 

 

Para este experimento, foram utilizadas linhagens de massas pró-

embriogênicas (ECL, do inglês embryogenic cell lines) obtidas a partir de cones 

imaturos de uma família do híbrido Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis 

pertencente ao Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Florestas.  Os 

cones foram coletados em janeiro de 2021. As MPEs foram induzidas a partir de 

megagametófitos de acordo com o protocolo de Nunes et al. (2017) e gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Cultura de Tecidos e Transformação (Embrapa 

Florestas - PR). 

Estas foram inoculadas em placas de Petri com meio mLV, descrito no 

tópico 3.2.1, e mantidas no escuro em estufas BOD (23°C ± 2). As MPEs foram 

transferidas para novo meio a cada 14 dias com auxílio de pinça em ambiente 

asséptico de cabine de fluxo laminar. Após o tempo determinado de subcultivos 

visando o envelhecimento celular, indicado no tópico seguinte, as amostras 

foram expostas ao agente hipometilante azacitidina. 

 

3.3.2 Aplicação de 5-azacitidina 

 

3.3.2.1 Primeiro experimento 
 

Quatro linhagens (ECL02, ECL04, ECL05 e ECL07) de Pinus elliottii x P. 

caribaea var. hondurensis em subcultivo de 12 meses em meio mLV, descrito no 

tópico 3.2.1, foram selecionadas pelas diferenças quanto à coloração e textura 

para o primeiro experimento visando avaliar o efeito de  5-azacitidina (5-azaC; 

Sigma-Aldrich, Alemanha) na competência embriogênica. Sendo as linhagens 

ECL04 e ECL07;  escuras, opacas e compactas  e as linhagens ECL02 e ECL05 

de coloração branca ou amarela clara e com aspecto friável. 

Alíquotas da 5-azaC foram esterilizadas por filtração e adicionadas ao 

meio mLV de acordo com as respectivas concentrações de tratamentos  50  e 
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150 μM, meios sem 5-azaC foram os controles do experimento. Trezentos 

miligramas de massas pró-embriogênicas frescas foram transferidos para os 

meios de cultura em placas de Petri e para cada linhagem nas respectivas 

concentrações, permanecendo nessas durante 10 dias em estufa BOD (23°C) 

no escuro.  

O experimento foi realizado para cada linhagem em duplicata em cada 

concentração. As coletas foram realizadas após 3 e 10 dias da instalação tendo 

como objetivos avaliar a resposta das ECLs à 5-azaC com diferentes 

características de textura e coloração, por meio de teste de citoquímica (tópico 

3.4). Para a análise metabolômica via CG-EM (tópico 3.5), MPEs da linhagem 

ECL05 foram transferidas para tubos Eppendorf de 2 mL, congeladas em 

nitrogênio líquido e armazenadas em ultrafreezer (- 80ºC) por 9 meses, quando 

foi realizada a análise metabolômica. 

 

3.3.2.2 Segundo experimento 
 

Após 17 meses de subcultivo das linhagens ECL02 e ECL05 em meio 

mLV, descrito no tópico 3.2.1, foi realizada a repetição do experimento com 5-

azaC (Figura 3). 

Este experimento ocorreu de acordo com a descrição do primeiro, no 

subtópico anterior, com poucas modificações. Para cada linhagem, 500 mg de 

MPEs foram utilizadas em quadruplicata por coleta em cada concentração para 

a linhagem ECL02 e em duplicata para ECL05, devido a menor quantidade 

disponível de massa.  As massas foram coletadas após 3 e 10 dias da instalação 

com pesagens a fresco para analisar o crescimento.  

As coletas de ambas as linhagens seguiram para análises: citoquímica 

(tópico 3.4) e de expressão gênica (tópico 3.6), após transferência e 

congelamento, como citados anteriormente, por 20 dias quando foram então 

analisadas por RT-qPCR. 
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O cálculo da taxa de crescimento entre o peso das MPEs nas coletas e 

na instalação do experimento, para a linhagem ECL02 em cada concentração, 

foi realizado de acordo com a Equação 1. Os dados obtidos deste foram 

submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade, seguido do teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis e as médias foram comparadas pelo teste da 

diferença mínima significante de Fisher usando o software RStudio® (versão 

1.4.1717) com os comandos e pacotes indicados por Melo et. al (2021). 

 

 

Δ Crescimento = Peso(coleta X) – Peso(instalação)  

Equação 1. Cálculo da taxa de crescimento por concentração. Sendo: 
Peso (instalação) o peso da massa pró-embriogênica no dia da 
instalação do experimento; Peso (coleta X) o peso da mesma MPE no dia 
da coleta, com X sendo 3º ou 10º dia.  
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3.4 ANÁLISE CITOQUÍMICA DAS LINHAGENS EMBRIOGÊNICAS  

 

Com o objetivo de determinar a competência embriogênica  das linhagens de 

massas pró-embriogênicas em proliferação, foi empregada a análise citoquímica por 

dupla coloração. Com massas frescas, fez-se uso dos corantes carmim acético a 2% 

por um minuto e azul de Evans 0,1% por 30 segundos, ambas as etapas seguidas de 

lavagem com água destilada, de acordo com a metodologia adaptada de Steiner et al. 

(2005). Com auxílio de câmera de aparelho celular acoplada em estereomicroscópio 

modelo SMZ-161 (Motic) e utilizando o aumento de 0,75, os pró-embriões das MPEs 

foram contados e as imagens foram capturadas.  

A proporção de células coradas por azul de Evans e carmim acético foi 

avaliada por meio da análise de RGB (do inglês Red Green Blue) a qual mensura o 

nível de píxeis para vermelho e azul utilizando o plugin RGB do software ImageJ 

(ZHONG et al., 2019). Essa análise estima indiretamente a competência embriogênica 

das MPEs após duplacoloração, relacionando a quantidade de píxeis vermelhos às 

células embriogências e píxeis azul às células do suspensor. 

 

3.5 ANÁLISE METABOLÔMICA POR CG-EM 

 
3.5.1 Reagentes 

 

Para a reação de metoximação o reagente cloridrato de metoxamina foi 

dissolvido (20 mg.mL-1) em piridina grau CLAE (Merck, Brasil). Os padrões de 13C-

Sorbitol (0,2 mg.mL-1) e ácido nonadecanóico (2,0 mg.mL-1) com grau de pureza 97-

99% (Sigma-Aldrich, USA) foram diluídos em metanol e clorofórmio respectivamente 

(Merck, Brasil). Na etapa de sililação foi utilizado o reagente N-metil-N-

trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA; CAS 24589-78-4) da Sigma-Aldrich 

(Alemanha). 

 

3.5.2 Extração 

 

As MPEs (ECL05) foram maceradas em nitrogênio líquido e  20 mg (± 4 mg) 

transferidas para tubos Eppendorf de 2 mL juntamente com 300 μL de metanol (CLAE) 

refrigerado. Após agitação em vórtex foram adicionados 30 μL de ácido 
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nonadecanóico e 30 μL de 13C-Sorbitol para padronização interna quantitativa das 

fases apolar e polar respectivamente. Em equipamento Thermomixer (Eppendorf), o 

material permaneceu sob agitação a 950 RPM por 15 min a 70°C. Após ser resfriado 

em temperatura ambiente, neste Eppendorf foram adicionados 200 μL de clorofórmio 

permanecendo no Thermomixer (950 RPM, 5 min a 37°C, FIEHN et al. (2000). Então, 

água ultrapura (400 μL) foi adicionada no tubo precedendo a centrifugação por 7 min 

a 12000 RPM.Com a separação das fases a parte polar foi transferida para um novo 

tubo Eppendorf e seca overnight em Speed Vac (Concentrador plus - Eppendorf, 

modo V-AQ sem aquecimento). O material extraído foi armazenado a -80°C até 

requerida para a etapa de derivatização. 

 

3.5.3 Derivatização 

 

Na reação de metoximação 50 μL de cloridrato de metoxamina em piridina (20 

mg.mL-1) foram adicionados ao extrato seco, material preparado na etapa anterior, 

após agitação em vórtex e incubado em Thermomixer a 40 °C durante 90 min. Em 

seguida, na reação de sililação foram adicionados sobre a solução da etapa anterior 

50 μL de MSTFA, sendo novamente incubado em thermomixer a 40°C por 90 min. 

 

3.5.4 Análise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa  

 

Para as análises cromatográficas se utilizou um cromatógrafo gasoso (Focus 

GC, Thermo Scientific) com injeção automática (TripPlus AS, Thermo Scientific), 

acoplado a um espectrômetro de massas de íon trap (Polaris Q, Thermo Scientific). A 

injeção das amostras ocorreu por divisão de fluxo 1:25 (1 min) e a separação dos 

compostos foi realizada via coluna cromatográfica modelo DB-5 (30 m x 0,25 mm x 

0,25 μm Thermo Scientific). A análise foi realizada com fluxo constante e 

compensação a vácuo com a temperatura do injetor a 230 ºC, linha de transferência 

250°C e gás de arraste hélio a 1,0 mL.min-1. 

A programação de temperatura interna do forno foi de 70°C com isoterma de 

1 min; e aquecimento 320°C na taxa de 8°C min-1, isoterma final de 18 min. A operação 

do espectrômetro de massas decorreu no modo positivo e eletroionização a 70 eV 

com a temperatura da fonte de íons a 200°C. 
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3.5.5 Tratamento pós-análise e análise estatística 

 

O software AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution, NIST) foi 

utilizado para realizar o processo de deconvolução a partir dos cromatogramas 

gerados pelo software Xcalibur e a identificação dos compostos ocorreu por meio dos 

espectros de massas, comparação do índice de retenção (IR), de acordo com a 

plataforma Golm Metabolome Database (HUMMEL et al., 2013). As intensidades dos 

metabólitos (i.e., altura dos picos) foram normalizadas pelo peso das amostras e pelo 

padrão interno (13C-Sorbitol), usando fragmentos (m/z) característicos de cada 

composto. Para análise quantitativa dos açúcares identificados foi realizada a razão 

entre a sacarose e as hexoses pela equação: Sacarose / (Glicose + Frutose).  

A análise de componentes principais (PCA, dados transformados para log2) 

foi empregada na redução da dimensão e para verificar as semelhanças/diferenças 

entre as amostras. Na análise estatística dos compostos esses foram inicialmente 

classificados de acordo com a normalidade e homogeneidade da variância, sendo 

utilizado o teste estatístico apropriado nas análises, modelo linear generalizado (GLM) 

ou não paramétrico (NP). Em seguida as médias dos tratamentos foram comparadas 

por post-hoc testes, adotando o valor de 5% para significância estatística de acordo 

com Melo et. al (2021). 

 
3.6 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA DE SERK1 E LEC1 POR RT-qPCR 

 

A análise de expressão gênica utilizou a técnica de PCR quantitativo em 

tempo real (qPCR) baseada no processo de transcrição reversa (RT), em amostras 

dos experimentos intitulados “efeito da temperatura e do genótipo na indução da 

embriogênese somática em Pinus taeda e Pinus elliottii x P. caribaea var. 

hondurensis” e “efeito da azacitidina na reaquisição de competência embriogênica em 

linhagens de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis” 

 

3.6.1 Desenho e seleção de primers 

 

Primers específicos foram desenhados para a análise da expressão do gene 

constitutivo α-tubulin (aTUB, GenBank no. KF158848.1) usando os softwares livres 

Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007) e Reverse Complement (software livre 
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Bioinformatics.org). Para os genes de interesse Somatic Embryogenesis Receptor 

Kinase 1 (SERK1) e Leafy cotyledon 1 (LEC1) primers foram selecionados com base 

em pesquisa bibliográfica (Tabela 1).  

    

 
  

 

3.6.2 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

Para o procedimento baseado em CTAB 2% (2% CTAB, 2% PVP-40, 2M 

NaCl, 1M Tris-HCl pH 8,0, 32 mM EDTA pH 8,0 e 2% de β-mercaptoetanol adicionado 

logo antes do uso), este reagente foi inicialmente aquecido em banho maria (65°C) 

em tubo Falcon. A amostra (500 mg), pulverizada em nitrogênio líquido, foi adicionada 

ao tampão de extração e incubada a 65°C por 30 minutos com agitação por inversão 

a cada 5 minutos e, a seguir, permaneceu em temperatura ambiente por 15 minutos.  

Adicionou-se clorofórmio:álcool isoamílico (CIA, 24:1 v/v) ao tubo seguido de 

agitação por inversão durante 10 minutos; logo, foi centrifugado a 4000 RPM por 10 

min a 4°C. O sobrenadante foi recuperado com auxílio de micropipeta e realizada uma 

segunda extração com CIA nas mesmas condições. Prosseguindo com a 

transferência do sobrenadante para um novo tubo e a adição de cloreto de lítio (10M), 

após a agitação por inversão o material permaneceu overnight em geladeira. 

No dia seguinte, o material foi centrifugado a 7400 RPM por 30 minutos a 4°C 

e o sobrenadante descartado. Acrescentou-se SSTE (1M NaCl, 17 mM SDS, 1M Tris-

HCl pH 8,0, 1 mM EDTA) seguido de transferência para tubo tipo Eppendorf (1,5 mL) 
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e adição de CIA. Após agitação por inversão, o tubo foi centrifugado a 5000 RPM por 

5 minutos a 4°C. 

A fase aquosa foi passada para um novo Eppendorf com adição de etanol 

absoluto, e assim, o conteúdo permaneceu por duas horas em ultrafreezer. Finalizado 

o tempo foi acrescentado etanol 75% e, sem agitação, seguiu para centrifugação a 

12000 RPM (10 min, 4°C). Descartou-se o sobrenadante e o tubo foi levado a 

speedvac (Eppendorf, Alemanha) para secagem durante 15 min em temperatura 

ambiente.  

O pellet foi resuspendido em água tratada com DEPC e o RNA foi avaliado 

quanto à quantidade e pureza (razão 260/280 nm) no equipamento Epoch® (BioTek, 

EUA), assim como a qualidade da extração em eletroforese com gel de agarose 2% 

(p/v) e brometo de etídio 0.01% (v/v). 

Em seguida, o DNA genômico residual foi removido com o kit RQ1 RNase-

Free DNase (Promega, EUA) e realizada a síntese de DNA complementar (cDNA)  

com o uso do kit SuperScript® III First-Strand (Invitrogen, EUA), conforme instruções 

dos respectivos fabricantes. 

Todas as soluções citadas foram preparadas com água ultrapura tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC; 0,1% v/v) sob agitação (150 RPM, 37°C) overnight e 

autoclavada a 121°C e 1 atm de pressão por 15 minutos (SAMBROOK et al., 1989). 

  

3.6.3 Análises de expressão gênica  

 

A análise de expressão gênica foi realizada por meio da técnica de PCR 

quantitativa via transcrição reversa (RT-qPCR) com três replicatas técnicas, usando 

26 μL por reação, sendo 4 μL de cDNA (50 ng/μL) e 22 μL de reagentes padronizados 

do kit LightCycler® 480 SYBR Green I Master kit (Roche Molecular Biochemicals, 

Alemanha) com os primers específicos para os genes. As condições da reação foram 

95ºC por 5 min para pré-incubação, 45 ciclos de 95ºC por 30s, 63ºC por 30s e 72ºC 

por 10s.  

Como referência de expressão, o gene endógeno aTUB foi utilizado para 

realizar o método do Ct comparativo (ΔΔCt) exposto por Livak e Schmittgen (2001; 

Equação 2), visando a quantificação relativa da expressão dos genes de interesse 

SERK1 e LEC1 (Tabela 1).  
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Para a determinação da distribuição dos dados de expressão gênica relativa 

quanto a normalidade se utilizou o teste Shapiro-Wilk, na sequência modelo linear 

generalizado e o teste não paramétrico Kruskall-Wallis, todos os dados foram 

estatisticamente testados a 5% de significância utilizando o software RStudio® (versão 

1.4.1717) com os comandos e pacotes indicados por Melo et. al (2021).  

 

 

 

 

Equação 2. Cálculo da expressão relativa pelo método do Ct comparativo 
exposto por Liviak e Schmittgen (2001).Sendo: (QR) Quantificação Relativa; 
(Ct) Cycle Threshold; (gi) gene de interesse; (gr) gene de referência. 
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4 RESULTADOS 
 

4.1 EFEITO DA TEMPERATURA E DO GENÓTIPO NA INDUÇÃO DA 

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM Pinus taeda E Pinus elliottii x P. caribaea 

var. hondurensis 

 

4.1.1 Efeito da temperatura e do genótipo 

 

Após 4 semanas no meio de indução, quando comparados os diferentes 

tratamentos de temperatura, observou-se uma diferença significativa apenas para a 

variável oxidação dos explantes (p<0,01). Ainda sobre essa, em todos os genótipos 

houve uma alteração com taxas de 37 a 64% com a menor porcentagem de oxidação 

no tratamento a 28°C (Figura 4A). A variável porcentagem de massa pró-embriogênica 

(p<0,01) foi superior nos genótipos ADAM 18 e ESJA36 comparada com os demais 

genótipos e estatisticamente diferentes entre si (Figura 4B). A porcentagem de 

explantes oxidados também variou entre os genótipos de 40% a 74% (p<0,05; Figura 

4C). 

 Contaminações por fungo, bactéria e ácaro também foram observadas 

durante o experimento (dados não apresentados) levando à perda de repetições, as 

quais foram desconsideradas nas análises estatísticas. 
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Figura 4. Avaliações dos genótipos de Pinus taeda (ADAM 18, 05, 15 FSCE, 28 KLB 
Mar) e Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis (ESJA36). A) Taxa de massa por 
genótipo. B) Taxa de oxidação de explantes por genótipo e C) temperatura após 10 
semanas de exposição. Médias identificadas pela mesma letra não diferem 
estatisticamente entre si pelo teste de Fisher (DMS) a 5% de significância. 
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4.1.2 Formação de linhagens por genótipo 

 

Após o término do experimento foi identificada a formação de diferentes 

linhagens celulares embriogênicas (ECL, do inglês embryogenic cell lines) apenas 

para os genótipos ADAM 18 e ESJA36 expostos às diferentes temperaturas (Tabela 

2). Devido a maior proliferação, as ECLs: ECL05 (15°C), ECL17 (23°C), ECL15 (28°C) 

e ECL13 (60°C) do genótipo ADAM 18, foram coletadas e posteriormente analisadas 

pela técnica RT-qPCR (tópico 4.1.3).  

 

 
 

4.1.3 Análise de expressão dos genes SERK1 e LEC1 em resposta a temperatura  

 

No experimento para avaliação do efeito da temperatura na indução de ES 

em Pinus taeda (genótipo ADAM 18) os genes de interesse exibiram diferentes 

padrões de expressão quando comparados pelo método do Ct comparativo (Equação 

2). Enquanto SERK1 (Figura 5A) teve um aumento no nível de expressão relativa entre 
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os grupos (15°C, 23°C) para (28°C, 60°C); a expressão relativa do gene LEC1 

apresentou uma curva, com crescimento e declínio, na variação das temperaturas 

tendo o seu ápice a 28°C em nível 2 (Figura 5B). 
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Figura 5. Níveis de expressão gênica relativa dos genes A) SERK1 e B) LEC1 no genótipo
ADAM 18, em relação aos tratamentos térmicos. 
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4.2 EFEITO DA AZACITIDINA NA REAQUISIÇÃO DE COMPETÊNCIA 

EMBRIOGÊNICA  NA ES DE Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis  

 

4.2.1 Primeiro experimento - análise citoquímica 

 

A análise citoquímica por dupla coloração de carmim acético e azul de Evans 

das massas pró-embriogênicas (MPEs) das linhagens ECL04 e ECL07 de Pinus 

elliottii x P. caribaea var. hondurensis expostos ao 5-azaC (0 μM, 50 μM e 150 μM), 

apontou o aumento relativo de células coradas pelo azul de Evans em todas as 

concentrações nas coletas realizadas após 3 e 10 dias da instalação. Esse aumento 

relativo indica a predominância de células do suspensor comparado a células 

somáticas nas MPEs dessas linhagens (dados não apresentados). Sendo assim, é 

possível afirmar que o agente 5-azaC não teve efeito sobre essas linhagens neste 

grau de envelhecimento celular. Por este motivo, as linhagens não foram utilizadas 

nos experimentos de análise de metabólitos e expressão gênica. 

No entanto, o teste de dupla coloração realizado nas massas de ECL02 e 

ECL05, expostas ao 5-azaC nas mesmas concentrações, indicou um aumento na 

proporção de células coradas de vermelho entre coletas no terceiro e décimo dia 

(dados não apresentados). Resultado que indica visualmente o aumento do número 

de células somáticas, sugerindo o efeito positivo do 5-azaC na reaquisição de 

competência dessas linhagens. Logo, as MPEs da ECL05 deste experimento foram 

utilizadas na análise metabolômica (tópico 4.2.4) e as linhagens ECL02 e ECL05 

foram definidas para a repetição do experimento com o objetivo geral da compreensão 

de expressão gênica por RT-qPCR. 

 

4.2.2 Segundo experimento - análise citoquímica, número de pró-embriões e 

crescimento das massas pró-embriogênicas  

 

No segundo experimento, a partir da análise citoquímica foram observadas as 

células em menor aumento (Figuras 6 e 7), visando a análise de RGB, e em maior 

aumento identificando os pró-embriões (Figura 8) com a estrutura bipolar 

característica, para posterior contagem de acordo com os tratamentos. A análise RGB 

indicou que não ocorreram mudanças quanto ao aumento de células embriogênicas 

pelo nível de pixel vermelho para a linhagem ECL02. E analisando o nível para azul, 
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identifica-se na mesma um aumento de células do suspensor a 150 μM de 5-azaC ao 

comparar as coletas no terceiro e décimo dia (Figura 9A). Contudo, a linhagem ECL05, 

apresentou um padrão de comportamento distinto. Na concentração de 150 μM de 5-

azaC foi observada uma recuperação do potencial de competência embriogênica 

(Figura 9B), com um aumento na segunda coleta de 16% no nível de píxeis para 

vermelho em relação ao controle (0 μM).  

As análises estatísticas dos fatores “coletas” e “concentrações de azacitidina” 

sobre a taxa de crescimento das massas pró-embriogênicas (ECL02) durante o 

experimento indicaram o efeito estatisticamente significativo apenas dos diferentes 

tempos das coletas sobre este, tendo um aumento na coleta no décimo dia em todas 

as concentrações de 5-azaC (Figura 10).  

Quando avaliada a variação do crescimento (Δ crescimento = peso final [g] – 

peso inicial [g]) entre as coletas de uma mesma concentração é identificada uma 

queda no crescimento das MPEs, linhagem ECL02, com o aumento da concentração 

de 5-azaC. Os resultados desse cálculo indicam aumento de crescimento em 86% no 

tratamento a 0 μM, 81% a 50 μM e 55% a 150 μM.    

A contagem de pró-embriões indicou um aumento desses para as linhagens 

ECL02 e ECL05 nos tratamentos a 50 e 150 μM, respectivamente (Tabela 3). No 

controle, em ambas as linhagens, houve uma redução do número de pró-embriões 

entre as coletas realizadas e a estrutura bipolar característica não foi encontrada nas 

MPEs coletadas no décimo dia do experimento.  
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Figura 6. Análise citoquímica de massas pró-embriogênicas de Pinus elliottii x P. caribaea 
var. hondurensis, linhagem ECL02, coradas com carmim acético e azul de Evans após 
exposição ao agente hipometilante azacitidina (controle, 50 μM e 150 μM) sendo coletadas 
em dois tempos a partir do início do experimento, no terceiro e décimo dia. As imagens foram 
capturadas com câmera de aparelho celular acoplada em estereomicroscópio modelo SMZ-
161 (Motic) com aumento 0,75. Barras de escala: A - F 100 μm. 
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Figura 7. Análise citoquímica de massas pró-embriogênicas de Pinus elliottii x P. caribaea 
var. hondurensis linhagem ECL05, coradas com carmim acético e azul de Evans após 
exposição ao agente hipometilante azacitidina (controle, 50 μM e 150 μM) sendo coletadas 
em dois tempos a partir do início do experimento, no terceiro e décimo dia. As imagens foram 
capturadas com câmera de aparelho celular acoplada em estereomicroscópio modelo SMZ-
161 (Motic) com aumento 0,75. Barras de escala: A - F 100μm.  
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Figura 8. Pró-embrião identificado em massa pró-embriogênica de Pinus elliottii x P. 
caribaea var. hondurensis linhagem ECL02 após exposição à azacitidina (150 μM – coleta 
no 10º dia). Estruturas coradas: células embriogênicas – corante carmim acético (seta 
vermelha) e células do suspensor – azul de Evans (seta azul). Imagem capturada com 
câmera de aparelho celular acoplada em microscópio óptico (Coleman) com objetiva de 10x. 
Barra de escala: 100μm.  
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Figura 9. Nível de píxeis para vermelho e azul obtido a partir análise de RGB nas imagens 
da análise citoquímica pelo software ImageJ, de acordo com as coletas e concentrações 
para as linhagens de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis A) ECL02 e B) ECL05. 
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Figura 10.  Taxa de crescimento de massas pró-embriogênicas de Pinus elliottii x P. caribaea 
var. hondurensis, linhagem ECL02, de acordo com a concentração do agente hipometilante 
azacitidina e as coletas durante o experimento. 

 
 

Tabela 3.  Número de pró-embriões nas massas pró-embriogênicas de Pinus elliottii x P. 
caribaea var. hondurensis, de acordo com a linhagem, o tratamento pela concentração de 
azacitidina e as coletas durante o experimento. 

Linhagem  Tratamento (μM) Coleta (dia) Nº de pró-embriões 

ECL02 

0 3º  3 
10º  0 

50 3º  1 
10º  3 

150 3º  7 
10º  5 

ECL05 

0 3º  8 
10º  0 

50 3º  4 
10º  7 

150 3º  0 
10º  9 

 

4.2.3 Análise de expressão dos genes SERK1 e LEC1 em resposta ao agente 

azacitidina 

 

Os resultados de expressão relativa obtidos pelo método do Ct comparativo 

(Equação 2) indicaram que os fatores “coleta” e “concentração” não demonstraram 

interação sobre a expressão dos genes de interesse relacionados a ES. Por meio da  
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análise dos gráficos (Figuras 9 e 10), identificou-se uma tendência a padrões nos 

níveis de expressão gênica relativos para SERK1 e LEC1 dentro das duas linhagens. 

Em massas de ECL02, tratadas com 5-azaC a 50 μM, foi observado um declínio da 

expressão relativa em ambos os genes em comparação ao controle (Figura 11) e, no 

tratamento a 150 μM, a expressão foi próxima a nulidade. Para a linhagem ECL05 foi 

observado o oposto, os níveis de expressão relativa aumentaram em 50 μM e 150 μM 

na coleta 2 quando comparados ao controle (Figura 12). Contudo, nesse caso não 

houve diferença estatística entre os resultados. 
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Figura 11. Níveis de expressão gênica relativa dos genes A) SERK1 e B) LEC1 em 
Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis, linhagem ECL02, em relação às 
concentrações de azacitidina e coletas realizadas durante o experimento. 
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Figura 12. Níveis de expressão gênica relativa do gene A) SERK1 e B) LEC1 em 
Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis, linhagem ECL05, em relação às 
concentrações de azacitidina e coletas realizadas durante o experimento. 
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4.2.4 Análise metabolômica de massas pró-embriogênicas tratadas com azacitidina 

 

Para análise do perfil metabólico das massas pró-embriogênicas de Pinus 

elliottii x P. caribaea var. hondurensis linhagem ECL05 tratadas com agente 

hipometilante, foi empregada a técnica de perfil metabólico baseada em cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Para uma melhor 

compreensão da fisiologia, foi adicionada na análise uma MPE jovem como controle 

positivo com competência comprovada por análise citoquímica (dupla coloração de 

carmim acético e azul de Evans).  

Neste experimento foram detectados 40 compostos na análise com CG-EM, 

dentre esses 38 foram identificados (95%). No intuito de diminuir a dimensão das 

variáveis e buscar semelhanças e diferenças entre as amostras, realizou-se as 

análises de componentes principais (PCA) resultando nos componentes PC1 e PC2 

que quando somados explicaram 74% dos dados do sistema (Figura 13).  

Os scores de PC1 (53%) mostraram a separação das massas em dois grupos 

de acordo com os tratamentos com 5-azaC: (i) MPE jovem junto a massas expostas 

a 150 μM (A15_C1), com valores negativos em PC1; e (ii) controle negativo 0 μM 

(A0_C1 e A0_C3) somado às massas expostas a 50 μM (A5_C1 e A5_C3; Figura 13), 

com valores positivos em PC1. E os scores de PC2 (21%) indicaram a formação de 

grupos seguindo as concentrações do tratamento com 5-azaC (valores positivos em 

PC2). O fator coleta apresentou valores próximos as entre os tratamentos indicando 

uma menor influência no experimento. Dessa forma, as coletas não tiveram relevância 

no processo, sendo consideradas como replicatas nas análises estatísticas 

posteriores (Figura 13).  

Com as massas pró-embriogênicas do experimento apresentando um perfil 

de fração polar enriquecida para metabólitos primários, estes foram dispostos na 

Tabela 4 seguindo a classificação pela análise de componentes principais (PC1 ou 

PC2), índice de retenção (IR) de acordo com a plataforma Golm Metabolome 

Database (Hummel et al., 2013), nomenclatura, classe química, via metabólica e 

fragmentos (m/z) característicos usados na identificação e quantificação. 

Prosseguindo as análises estatísticas, verificou-se 17 compostos 

significativos pertencentes à classe dos ácidos orgânicos, representados pelos ácidos: 

lático, glicólico, succínico, chiquímico, cítrico e quínico; classe aminoácidos: alanina, 

valina, serina, ácido glutâmico e glutamina; classe açúcares: frutose, glicose, 
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sacarose. Assim como, o composto putrescina pertencente à classe  dos nitrogênios 

orgânicos; ácido glucônico, classe dos ácidos de açúcar e catequina pertencente aos 

fenóis. Os resultados para os açúcares frutose com IR 1862,0 e 1871,7; glicose com 

IR 1871,7 e 1905,2 (Tabela 4) representam os isômeros cis e trans oriundos do 

processo de derivatização por metoximação, é esperado que eles apresentam os 

mesmos resultados. Dessa forma, para cada açúcar serão discutidos somente os 

resultados do composto de menor IR. 

Alguns dos compostos apresentaram padrões nas suas concentrações, dessa 

forma, foram organizados em grupos. No grupo 1 – referente ao metabolismo de 

açúcares, a frutose e glicose tiveram concentrações próximas a zero na MPE jovem e 

não diferiram estatisticamente do controle a 0 μM. Já a sacarose exibiu a sua maior 

concentração na MPE jovem e na concentração de 150 μM (Figura 14). O grupo 2 – 

metabolismo de aminoácidos, apresentou elevados teores no controle (0 μM) e na 

concentração de 5uM de 5-azaC e declíneo no tratamento a 150 μM e na MPE jovem. 

Pertencem a esse grupo: os aminoácidos alanina, ácido glutâmico, valina, serina e 

glutamina (Figura 15). Grupo 3 - ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), composto pelos 

ácidos cítrico e succínico (Figura 16), indicaram as maiores concentrações no controle 

dos tratamentos (0 μM) e na MPE. 

Finalizando, o composto putrescina teve baixas concentrações nos 

tratamentos com 5-azaC e sua maior concentração na MPE jovem, como apresentado 

na figura 17.  

Como mencionado anteriormente, poucos autores estudaram a embriogênese 

somática (ES) utilizando a metabolômica. Apesar de serem significativos para o 

experimento os ácidos glicólico, lático, chiquímico, quínico, glucônico e o composto 

catequina não serão discutidos diretamente por não apresentarem informações 

prévias associadas à ES em literatura.   
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Figura 13. Scores dos dois primeiros componentes principais do conjunto de amostras de calos de 
Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis linhagem ECL05, expostos a diferentes concentrações de 
azacitidina. ME= massa pró-embriogênica jovem; A0_C1: massa a 0 μM coleta no 3º dia, A0_C3= 
massa a 0 μM coleta no 10º dia; A5_C1= massa a 50 μM coleta no 3º dia, A5_C3= massa a 50 μM 
coleta no 10º dia; A15_C1= massa a 150 μM coleta  no 3º dia. 
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Figura 14. Grupo 1. Variação da concentração de A) frutose, B) glicose, C) sacarose e 
D) razão entre sacarose e hexoses em massa pró-embriogênica jovem (MPE) de Pinus 
elliottii x P. caribaea var. hondurensis em função das concentrações de azacitidina 
(CONTINUA). 
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Figura 14. Grupo 1. Variação da concentração de A) frutose, B) glicose, C) sacarose e 
D) razão entre sacarose e hexoses em massa pró-embriogênica jovem (MPE) de Pinus 
elliottii x P. caribaea var. hondurensis em função das concentrações de azacitidina 
(CONCLUSÃO). 
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Figura 15. Grupo 2. Variação da concentração de A) alanina, B) ácido glutâmico, C) valina, 
D) serina e E) glutamina em massa pró-embriogênica jovem (MPE) de Pinus elliottii x P. 
caribaea var. hondurensis sob efeito do fator concentrações de azacitidina (CONTINUA).                                               
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Figura 15. Grupo 2. Variação da concentração de A) alanina, B) ácido glutâmico, C) 
valina, D) serina e E) glutamina em massa pró-embriogênica jovem (MPE)  de Pinus elliottii 
x P. caribaea var. hondurensis sob efeito do fator concentrações de azacitidina.                                              
(CONCLUSÃO) 
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Figura 16. Grupo 3. Variação da concentração de A) ácido cítrico e B) ácido succínico 
em massa pró-embriogênica jovem (MPE)  de Pinus elliottii x P. caribaea var. 
hondurensis sob efeito do fator concentrações de azacitidina. 
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Figura 17. Variação da concentração de putrescina em massa pró-embriogênica jovem 
(MPE) de Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis em função das concentrações de 
azacitidina.                                                                      
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5 DISCUSSÃO 
 

5.1 EFEITO DA TEMPERATURA E DO GENÓTIPO NA INDUÇÃO DA 

EMBRIOGÊNESE SOMÁTICA EM Pinus taeda e Pinus elliottii x p. caribaea 

var. hondurensis 

 

5.1.1 Avaliação de explantes e formação de linhagens por genótipo 

 

No presente trabalho, a temperatura não teve influência na indução da 

embriogênese somática quando utilizados megagametófitos imaturos de famílias de 

meios irmãos de Pinus taeda (ADAM 18  e , 05, 15 FSCE e 28 KLB Mar) e Pinus elliottii 

x P. caribaea var. hondurensis (ESJA 36).  

Em Pinus halepensis, quando aplicados os tratamentos térmicos de 40°C por 

4 h, 50°C por 30 min e 60°C por 5 min e o controle (23°C), com posterior permanência 

destes a 23ºC por nove semanas, não foram observadas diferenças estatísticas para 

as taxas de indução, que variaram entre 51,80% a 40ºC e 56,25% a 23°C (PEREIRA 

et al., 2020).  

Porém, estes resultados divergem de outros encontrados na literatura. Para 

Pinus halepensis, Pereira e colaboradores (2016) observaram uma maior taxa de 

indução (53%) em megagametófitos cultivados a 23°C em comparação a 18°C e 28°C 

(entre 20 a 40%) por 5-10 semanas. Assim como, em outro estudo, os resultados para 

a taxa de indução das temperaturas aplicadas, 18°C e 28°C, foram semelhantes às 

observadas em condições padrão (23°C) em Pinus pinaster (ARRILLAGA et al., 2019).  

No presente estudo, embora não tenham sido observadas diferenças 

estatísticas nas taxas de indução, nas temperaturas de 23 e 60°C houve uma 

tendência de maior formação de linhagens em Pinus elliottii x P. caribaea var. 

hondurensis (Tabela 2), esse resultado sugere que estas temperaturas favoreceram 

a formação de MPEs.  

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a influência do genótipo sobre 

a indução da ES, conforme observado por outros autores (GARCIA-MENDIGUREN et 

al., 2016; ARRILLAGA et al., 2019; PÉREZ-OLIVER et al., 2021). O efeito do genótipo 

foi  significativo para a indução da ES em todas as avaliações com destaque para as 

famílias ESJA36 e ADAM 18. Nesses genótipos foi também observada a formação de 

linhagens com boa proliferação (Tabela 2). Quando relacionado ao índice de 
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oxidação, observa-se que esta foi maior no material proveniente do genótipo ESJA36 

(Figura 4C). Isso pode indicar que o extresse oxidativo pode ser relevante para 

desencadear determinados processos responsáveis pela formação de massas pró 

embriogênicas, e que neste caso, a oxidação pode não ser um fator limitante para a 

indução da ES. Para o genótipo ADAM 18 foram obtidas linhagens em todas as 

temperaturas, com destaque para 23°C (controle) e 60°C, sendo possível afirmar que 

este é um genótipo superior quanto à esta característica com relação aos demais 

avaliados neste trabalho. 

 

5.1.2 Análise de expressão dos genes SERK1 e LEC1 em resposta a temperatura  

 

Diversos estudos vêm sendo realizados em Pinus spp para investigar o efeito 

da temperatura na fase de indução da ES e como esta pode interferir posteriormente 

no desenvolvimento do embrião em plântula (GARCÍA-MENDIGUREN et al., 2016, 

2017; MONCALEÁN et al., 2018; CASTANDER-OLARIETA et al., 2019, 2020a, 

2020b; 2020c; DO NASCIMENTO et al., 2020; PEREIRA et al., 2020; PÉREZ-OLIVER 

et al., 2021). Devido a mecanismos epigenéticos, o estresse térmico gerado nas fases 

iniciais do desenvolvimento vegetal pode desenvolver uma “memória” nas células 

totipotentes por meio do efeito de preparação ou priming effect (LÄMKE & BÄURLE, 

2017; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021). 

Um estudo aprofundado de Castander-Olarieta et al. (2020a) revelou a 

formação de memória epigenética estável por meio da aplicação de altas 

temperaturas (40°C, 4 h; 60°C, 5 min) em Pinus radiata nos estágios iniciais da ES. 

Os autores observaram que as temperaturas utilizadas podem provocar mudanças no 

estado de metilação de longo prazo, impactando positivamente a capacidade de 

retardar os efeitos negativos decorrentes da seca em plantas somáticas. Sendo 

interessante frente às mudanças climáticas, uma vez que os recursos hídricos estão 

diminuindo (IPCC, 2018).  

A epigenética é uma chave importante na adaptação e plasticidade vegetal 

(SAEZ-LAGUNA et al., 2014; SOW et al., 2018; TRONTIN et al., 2021). Dessa 

maneira, alguns fatores de transcrição associados ao priming effect como os da 

família WRKY, são estudados devido a associação com modificações da cromatina e 

a metilação e acetilação das histonas H3 e H4 (BAUM et al., 2019; PÉREZ-OLIVER 

et al., 2021). No entanto, apesar dos resultados promissores, trabalhos relacionando 
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a expressão de genes característicos da ES ao priming effect não foram encontrados 

em literatura.  

No presente trabalho, um aumento considerável na expressão gênica relativa 

de SERK1 foi identificado nos tratamentos térmicos de (15°C, 23°C) para (28°C, 60°C) 

em MPEs  de Pinus taeda. Pouco é discutido sobre a influência da temperatura sobre 

a expressão desse gene na literatura. Foi observado em calos de Ananas comosus 

cv. Shewan, após tratamento a 4ºC por 24 h, um aumento de 4 a 5 vezes na expressão 

do homólogo do gene para a espécie (AcSERK; MA et al., 2016). No mesmo 

experimento também houve exposição dos calos a 40ºC pelo mesmo período, neste 

caso não foi indicada a alteração da expressão gênica em relação ao controle (25ºC). 

Como apresentado pelos autores, a espécie A. comosus não é sensível a altas 

temperaturas, sendo assim não afetou a expressão do gene. De forma similar, por ser 

uma espécie com adaptação para o seu local de origem com clima temperado, Sul e 

Sudeste dos Estados Unidos (ACOSTA et al., 2019), há a possibilidade de que a 

expressão de SERK1 em P. taeda não seja afetada pela baixa temperatura analisada.    

 A expressão de LEC1, contudo, apresentou uma curva de sino na variação 

das temperaturas tendo o seu ápice a 28°C e quase nula a 15°C. Considerando que 

em Larix decidua Mill a expressão do homólogo para LEC1 é observada 

principalmente nas fases iniciais da ES (Guan et al., 2016), discute-se a possibilidade 

de que a temperatura amena tenha afetado a expressão de LEC1, levando à redução 

dessa. 

Esses resultados sugerem que para a espécie trabalhada a temperatura ideal 

para estudos futuros com priming effect esteja em torno de 28°C aplicada por 8 

semanas ou 60°C por 5 minutos. Contudo, é necessário pontuar novamente que 

ambos os tratamentos passaram por variáveis acidentais (Tópico 3.2.2) e devem ser 

consideradas em trabalhos futuros. Essa metodologia pode ser uma fonte rápida para 

enfrentar tais questões globais por ser uma importante chave na adaptação e 

plasticidade vegetal (PLOMION et al., 2016; TRONTIN et al., 2021). 

 

5.2 EFEITO DA AZACITIDINA NA REAQUISIÇÃO DE COMPETÊNCIA 

EMBRIOGÊNICA  NA ES DE Pinus elliottii x p. caribaea var. hondurensis 

 

5.2.1 Análises citoquímica e de crescimento das massas pró-embriogênicas 
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A análise citoquímica realizada por meio da dupla coloração com azul de 

Evans e carmim acético caracteriza os dois diferentes tipos celulares encontrados em 

uma massa pró-embriogênica (MPE). O primeiro corante pigmenta de azul as células 

do suspensor, reconhecidas por serem irregulares e altamente vacuoladas. E o 

carmim acético atua sobre células embriogênicas, as quais são isodiamétricas com 

tamanho reduzido, núcleos grandes e citoplasma denso (GUERRA et al., 2000; 

STEINER et al., 2005; KRAJNÁKOVÁ & HÄGGMAN, 2016).  

No experimento realizado para efeito da azacitidina na reaquisição de 

competência embriogênica (CE) na ES, observou-se na linhagem ECL05 o aumento 

de células embriogênicas expostas a 150 μM de 5-azaC sendo indicado pela análise 

de RGB (Figura 9B). A reaquisição da CE pelo tratamento com o agente também foi 

observada em Bactris gasipaes Kunth a 16 μM ou 64 μM (REE et al., 2020) e 

Theobroma cacao a 10 μM  (PILA QUINGA et al., 2017).  

Estudos têm demonstrado que o balanço entre o regulador de crescimento 

vegetal ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) utilizados nos protocolos de ES e a 

azacitidina é um fator relevante para a obtenção do melhor potencial nos protocolos 

de ES (LELJAK-LEVANIC et al., 2004; YAMAMOTO et al., 2005; FRAGA  et al., 2012). 

A presença de 2,4-D promove a proliferação celular por indução de mudanças 

moleculares e metabólicas (OSORIO et al., 2018). Contudo, observa-se uma redução 

do número de células embriogênicas nas MPEs (Figuras 5 e 6) com o aumento do 

subcultivo das MPEs levando a perda da CE. Osorio e colaboradores (2018) sugerem 

que a atuação de 5-azaC induza uma suprarregulação de genes que codificam para 

fatores de transcrição (FT) com função reguladora na biossíntese, degradação ou 

sinalização de auxinas como observado para um agente inibidor de histona 

desacetilase (WÓJCIKOWSKA et al., 2018). Dessa forma, é provável que o equilíbrio 

bioquímico seja retomado com o uso de 5-azaC tendo como resultado o aumento de 

células embriogênicas e, em conjunto das células do suspensor, a formação de 

embriões viáveis (Figura 8). 

Nas linhagens ECL04 e ECL07, as quais apresentavam um grau de 

envelhecimento maior, o agente 5-azaC não apresentou efeito sobre essas como 

indicado no tópico 4.2.1. A inibição drástica da ES após o uso de 5-azaC foi verificada 

em Medicago truncatula a 100 μM (SANTOS et al., 2002), Larix x eurolepis 100 μM 

(TEYSSIER et al., 2014), Arabidopsis thaliana a 10 μM (GRZYBKOWSKA et al., 2018; 

OSORIO-MONTALVO et al., 2018). Com isso, a concentração, o grau de 
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envelhecimento celular e a espécie aparentam também serem fatores relevantes para 

o sucesso da reaquisição da CE.  

A variação da taxa de crescimento diminuiu com o aumento da concentração 

de 5-azaC nas massas pró-embriogênicas para ECL02 sugerindo um efeito danoso 

sobre essa linhagem. Este efeito também foi observado em outras espécies. No 

entanto, apesar do crescimento mais lento, para Pinus pinaster, quando utilizadas as 

concentrações de 10 e 15 μM do agente na maturação foram observadas as maiores 

quantidades de embriões  (KLIMASZEWSKA et al., 2009). Já para o híbrido Larix x 

eurolepis houve uma redução significativa na taxa de crescimento e da CE quando a 

5-azaC foi utilizada (TEYSSIER et al., 2014).  

 

5.2.2 Análise de expressão dos genes SERK1 e LEC1 em resposta ao agente 

azacitidina 

 

O homólogo de SERK1 em Araucaria angustifolia apresentou expressão em 

células embriogênicas e não foi expresso em células não embriogênicas (STEINER et 

al., 2012). Os resultados de Bravo et al. (2017) mostraram uma tendência a regulação 

negativa nas linhagens não embriogênicas, porém não foi estatisticamente 

significativo devido a variabilidade entre as linhagens. E para Picea balfouriana, o 

homólogo de SERK1 foi sugerido como marcador dos estágios iniciais da ES (LI et al., 

2014).  

Em espécies não florestais como Arabidopsis thaliana (FEHÉR et al., 2003; 

VERDEIL et al., 2007; SALAJ et al., 2008), Brassica napus (AHMADI et al., 2016) e 

Trifolium nigrescens (PILARSKA et al., 2016) foi observada alta expressão de SERK1 

nas massas embriogênicas que proveram embriões ou estruturas semelhantes a 

esses. No entanto, Magnani et al. (2017) relataram uma alta expressão de SERK do 

mesmo modo em células não embriogênicas de A. thaliana.  

Os genes da família LEC desempenham um papel crucial na manutenção e 

controle de muitos aspectos da embriogênese vegetal e codificam fatores de 

transcrição (KUMAR & STADEN, 2017). Estudos em Pinus contorta, apontam que 

HAP3A (gene da família LEC) teve maior expressão em massas não embriogênicas 

(PARK et al., 2010); e em Araucaria angustifolia, foram avaliados diversos genes 
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incluindo AaLEC e foi observada influência da presença/ausência de auxinas e 

citocininas sobre a expressão (SCHLÖGL et al., 2012).   

A perda progressiva da CE durante a fase de proliferação é observada em 

linhagens celulares embriogênicas em espécies florestais (BRETON et al., 2006; 

KLIMASZEWSKA et al., 2007, 2009). Entretanto muitas análises genômicas de 

linhagens embriogênicas e não embriogênicas mostraram um baixo nível de metilação 

global de DNA em MPEs com CE quando comparados a não embriogênicas 

(NOCEDA et al., 2009; KLIMASZEWSKA et al., 2009; TEYSSIER et al., 2014; KUMAR 

& STADEN, 2017; KARIM et al., 2018; OSORIO-MONTALVO et al., 2018). Dessa 

forma, visando aumentar a competência embriogênica das massas e as taxas de 

maturação na ES, a azacitidina tem sido aplicada como um promotor de mudanças 

epigenéticas em diversas espécies (FRAGA et al.,  2012; PÉREZ et al., 2015; SOLÍS 

et al., 2015; PILA QUINGA et al., 2017; BETEKHTIN et al., 2018; GRZYBKOWSKA et 

al., 2018; REE et al., 2020). Contudo, poucas análises de expressão gênica foram 

realizadas para avaliar a ação do agente, como relatado na revisão de Osorio-

Montalvo et al. (2018). 

No presente estudo, o efeito do 5-azaC foi aferido através da avaliação da 

expressão gênica após a aplicação em duas linhagens embriogênicas. Os níveis de 

expressão relativa dos homólogos de SERK1 e LEC1 na linhagem ECL02 de Pinus 

elliottii x P. caribaea var. hondurensis apresentaram expressão máxima no controle e 

um declínio com o aumento da concentração de 5-azaC. Sendo a expressão de ambos 

os genes relacionadas a aquisição da totipotência, considera-se que essa não foi 

readquirida com os tratamentos a 50 μM e 150 μM, o que está de acordo com a análise 

citoquímica. A mesma análise realizada após exposição de 5-azaC (10 μM) em 

explantes de A. thaliana, revelou uma repressão significativa do gene LEC1 em MPEs 

incapazes de indução, contudo, a análise de metilação global do DNA revelou uma 

diminuição no nível global de metilação do DNA durante a ES (GRZYBKOWSKA et 

al., 2018).  

Na linhagem ECL05 os níveis de expressão gênica relativa de SERK1 e LEC1 

aumentaram em 50 μM e 150 μM comparados ao controle a 0 μM, sendo relacionadas 

à reaquisição da totipotência. Este resultado está de acordo com o apresentado na 

análise citoquímica, a qual indica a reaquisição da CE, principalmente  no tratamento 

a 150 μM.  
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Ademais, conforme esperado, os níveis de expressão de SERK1 e LEC1 

foram baixos nas massas com baixa CE (controle 0 μM) em comparação aos demais 

tratamentos, como observado por Park et al. (2010), Klimaszewska et al. (2011) e 

Magnani et al. (2017).  

 
 

5.2.3 Análise metabolômica de massas pró-embriogênicas tratadas com azacitidina 

  

5.2.3.1 Grupo 1 – metabolismo de açúcares 
 

No experimento com diferentes tratamentos (0 μM, 50 μM e 150 μM) de 5-

azaC em conjunto de uma MPE jovem, os açúcares solúveis - frutose e glicose - 

tiveram suas menores concentrações na MPE jovem não diferindo estatisticamente 

do tratamento a 150 μM de 5-azaC (Figura 14A e B). A quantidade da sacarose (Figura 

14C) e a razão entre sacarose:hexoses (Figura 14D) foi maior na MPE jovem e sem 

diferença estatística do tratamento de 150 μM de 5-azaC. Em Picea abies o mesmo 

padrão na ES foi observado por Gosslová et al. (2001), com um aumento relativo da 

sacarose sobre as hexoses à medida que os embriões se desenvolviam, tal como um 

desenvolvimento normal em Pinus taeda teve associação significativa com a presença 

de sacarose na proliferação (ROBINSON et al., 2009). Como observado pelo teste de 

citoquímica e pela análise da expressão gênica, os indícios de reaquisição de 

competência embriogênica são reforçados. 

A associação positiva e significativa da presença de sacarose à capacidade 

das culturas de desenvolver embriões maduros normais de Pinus taeda foi também 

observada por Robinson e colaboradores (2009). Em outro estudo, onde foi analisado 

o consumo de compostos do meio de cultura pela variação metabólica da sacarose, 

observou-se a hidrólise precoce dessa por células embriogênicas de Picea glauca na 

proliferação (DOWLATABADI et al., 2009). 

Com relação aos açúcares glicose e frutose, a análise da composição 

metabólica no presente estudo revelou as maiores concentrações de ambos no 

tratamento a 50 μM e no controle (0 μM); assim como, a menor na MPE jovem (Figura 

14A e B). Um recente estudo com Pseudotsuga menziesii (GAUTIER et al., 2019) 

demonstrou ainda que o estado energético, representado por açúcares solúveis, foi 

maior em MPEs do que em massas não embriogênicas, como ocorre no presente 

trabalho, o que já havia sido observado previamente em outras coníferas (LIPAVSKÁ 
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& KONRÁDOVÁ, 2004; NAVARRO et al., 2017).  A concentração desses açúcares no 

tratamento a 15 μM foi estatisticamente semelhante com os dois grupos formados e 

da mesma maneira para a razão entre sacarose:hexoses, podendo indicar uma 

transição do status não embriogênico para embriogênico. 

 

5.2.3.2 Grupo 2 – metabolismo de aminoácidos 
 

Com destaque para  os aminoácidos (AA) na fase de proliferação, os teores 

de valina, leucina e isoleucina indicam a síntese e regulação de proteínas e de DNA, 

a formação de estoque de energia, assim como o transporte de auxinas 

(DOWLATABADI et al., 2009). Altas concentrações dos aminoácidos alanina, ácido 

glutâmico, valina, serina e glutamina são observadas no controle do tratamento com 

5-azaC (0 μM), ou seja, em células que não possuem CE (Figura 15). É também 

apresentado um decréscimo das concentrações dos AA nos demais tratamentos (50 

e 150 μM) e a menor na MPE jovem.   

Em Coffea arabica, Awada e colaboradores (2019) caracterizaram a presença 

dos metabólitos relacionados aos estádios de folha (explante), desdiferenciação, calo 

(embriogênico e não embriogênico), rediferenciação e embrião. Contrapondo os 

resultados citados, os autores identificaram especificamente na fase de calo um 

sobre-acúmulo de glicina, prolina e metionina; e um sub-acúmulo de valina, leucina e 

lisina. Comparando calos embriogênicos e não embriogênicos, a valina também 

apresentou um sub-acúmulo em ambos e este AA foi o único em comum com o 

presente trabalho apresentando resultado estatisticamente significativo.  

Buscou-se compreender os elevados teores dos AA no controle do tratamento 

e o declíneo significativo a 150 μM e na MPE jovem apresentados pela linhagem 

ECL05, relacionando-os com a potencial de recuperação da CE no tratamento a 150 

μM apontada pela análise citoquímica (Tópico 4.2.2; Figura 7). Uma relação da 

resposta ao estresse celular com a orientação da via embriogênica foi sugerida em 

estudos com Pinus sylvestris L. (SALO et al., 2016), Araucaria angustifolia (JO et al., 

2013), Larix leptolepis (ZHANG et al., 2010), Cyphomandra betacea (CORREA et al., 

2012, 2016) e Vitis vinifera (MARSONI et al., 2008). Nas duas últimas espécies foi 

observado que o estado embriogênico pode estar relacionado a capacidade das 

células em regular os efeitos decorrentes das condições de estresse.  
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A regulação dos efeitos decorrentes de condições de estresse ocorre pela 

manutenção das espécies reativas de oxigênio (EROs). Quando em níveis elevados 

essas apresentam toxicidade devido a instabilidade química e interação com todos os 

tipos de moléculas orgânicas (SOARES et al., 2019). Contudo, EROs são encontradas 

em baixos níveis devido o rápido processo de proliferação celular e metabolismo 

aeróbio ativo. Nesse caso podem atuar como sinalizadores intracelulares induzindo 

uma resposta positiva no sistema antioxidante, o que já foi observado em L. leptolepis 

e na formação de embriões somáticos de A. angustifolia (ZHANG et al., 2010; JO et 

al., 2013; SOARES et al., 2019).  

Utilizando a análise proteômica Klubicova e colaboradores (2017) verificaram 

que em Pinus nigra  todas as proteínas envolvidas na desintoxicação eram mais 

abundantes em tecidos não embriogênicos do que em embriogênicos. Em 

Pseudotsuga menziesii [Mirb.] identificaram que esses sistemas não foram ativados 

de forma mais significativa independe do status da CE (GAUTIER et al., 2019). Os 

autores dos trabalhos concordam que essa resposta é relacionada à predisposição 

dos tecidos à necrose após a oxidação de compostos fenólicos. 

 É possivel relacionar esses resultados discorridos na literatura com os 

encontrados neste trabalho com Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis. Essa 

relação se dá uma vez que para alcançar a homeostase de EROs é necessária a 

síntese de enzimas antioxidantes e uma maior concentração de AA é observada a 0 

μM e 50 μM (Figura 15), a qual ocorreu de forma similar em Pinus nigra (KLUBICOVÁ 

et al., 2017).  

Minimizando a produção de ROS, a fotorrespiração que ocorre nos 

cloroplastos realiza a assimilação do cátion amônio pelo uso direto ou indireto de ATP 

e NADPH (VOSS et al., 2013). Nesse processo há formação da glutamina pela enzima 

glutamina sintetase (GS). Curiosamente, esse AA foi identificado neste trabalho 

juntamente ao ácido glicólico (Anexo 1), o qual é a fonte primária de CO2 produzido 

durante a fotorrespiração (ZELITCH, 1972; NUNES-NESI et al., 2010).  

Apesar da formação de cloroplastos ocorrer na fase de embriões somáticos 

cotiledonares em Pinus pinaster e Pinus sylvestrise (RODRÍGUEZ et al., 2005) para 

ser possível a fotorrespiração, a análise metabolômica de glutamina e ácido glicólico 

indicou uma maior concentração nos tratamentos a 0 μM e 50 μM de forma similar aos 

AA citados.  
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Para elucidar o comportamento das MPEs do híbrido são necessários estudos 

futuros com proteômica, análise de EROs e o possível papel da fotorespiração nessa 

fase do desenvolvimento. 

 

5.2.3.3 Grupo 3 – Ácido cítrico e ácido succínico 
 

A respiração celular pode ser dividida em três principais vias: glicólise, ciclo 

do ácido tricarboxílico (TCA) e transporte mitocondrial de elétrons. Sendo uma das 

vias principais do metabolismo, o ciclo do TCA é responsável pela oxidação dos 

substratos respiratórios para conduzir a síntese de ATP (FERNIE et al., 2004). Os 

ácidos orgânicos são comumente associados a essa via, entre eles foi observada a 

presença de dois representantes significativos no estudo com 5-azaC na linhagem 

ECL05: o ácido cítrico e o ácido succínico.  

O papel dos ácidos orgânicos nas fases do desenvolvimento embrionário, 

contudo, é pouco compreendido (PULLMAN & BUCALO, 2014). Sabe-se que a taxa 

de divisão celular é elevada nas massas pró-embriogênicas (MPEs), levando ao 

crescimento acelerado. Dessa forma, ocorre o que Taiz et al. (2017) denominam 

respiração de crescimento, levando a uma alta demanda de produção de energia e, 

por consequência, da síntese dos ácidos orgânicos associados ao cliclo do TCA 

(RODE et al., 2012; ZHANG et al., 2019).   

Após isolar e identificar o ácido cítrico do megagametófito de Pinus taeda, 

Silva et al. (2008) aplicaram este de forma tópica em embriões somáticos em estádio 

inicial e observaram um crescimento significativo das MPEs. E em um estudo com 26 

ácidos orgânicos foi observado o aumento significativo de cinco ácidos durante o 

desenvolvimento de embriões somáticos de P. taeda. O ácido succínico, estando 

entre esses, melhorou a iniciação das MPEs quando aplicado sozinho ou combinado 

(PULLMAN & BUCHANAN 2006; PULLMAN et al., 2006). 

De acordo com o estudo de Awada et al. (2019) é possível a avaliação de 

metabólitos do ciclo do TCA como marcadores para a CE em Coffea arabica. Neste, 

a sub-acumulação dos metabólitos em MPEs foi observada, contrapondo a alta 

atividade do ciclo TCA nas células que não possuem CE. Contudo, o oposto foi 

identificado no experimento com 5-azaC na linhagem ECL05, uma vez que os 

elevados níveis de ácido cítrico em MPEs que possuem alta CE comprovadamente 
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(MPE jovem) e com baixa CE (0 μM) foram estatisticamente iguais. Dessa forma, não 

se aplica a sugestão de Awada et al. (2019) no presente estudo. 

 Neste trabalho o ácido succínico teve baixas concentrações no tratamento a 

150 μM e MPE jovem (Figura 16), porém foi estatisticamente semelhante entre essas 

espelhando a análise citoquímica. Esses resultados apontam para uma demanda igual 

de energia entre ambos, o que validaria o uso deste metabólito do ciclo do TCA como 

marcador para a CE (AWADA et al., 2019). 

Como discutido para o grupo 1 – metabolismo de açúcares (Tópico 5.2.3.1), 

para os aminoácidos também houve disparidade entre os resultados obtidos com C. 

arabica e os identificados em ECL05. Possivelmente isso decorre das diferenças na 

ES para angiospermas e gimnospermas. Com isso, sugere-se a realização de estudos 

robustos sobre a atuação dos metabólitos relacionados ao ciclo do TCA nas diferentes 

fases da ES em coníferas para elucidação dos processos e dessa forma compreender 

se a atuação do agente 5-azaC interfere na demanda energética das células via TCA. 

 
5.2.3.4 Putrescina 

 

Poliaminas (PAs) são moléculas pertencentes a classe dos compostos 

orgânicos nitrogenados. Nas plantas as formas mais representativas do grupo são a 

diamina putrescina, triamina espermidina, tetramina e espermina (Watanabe et al., 

2021). Essas estão envolvidas em processos de desenvolvimento, como as 

embriogêneses zigótica e somática (ES; PULLMAN & BUCALO, 2014; WINKELMANN 

et al., 2016).  

Visando uma melhor compreensão sobre a atuação dessas na ES, assim 

como  melhorar o desenvolvimento dos embriões somáticos, a quantificação de PAs 

foi realizada em espécies florestais como Pinus pinaster (KLIMASZEWSKA et al., 

2007), Pinus gerardiana (MALABADI & NATARAJA 2007), Pinus nigra (NOCEDA et 

al., 2009), Picea abies (GEMPERLOVA et al., 2009), Picea glauca (MESKAOUI & 

TREMBALY, 2009), Araucaria angustifolia (JO et al., 2013) e Pinus sylvestris L. 

(VUOSKU et al., 2012; SALO et al., 2016).  

No experimento com diferentes tratamentos (0 μM, 50 μM e 150 μM) de 5-

azaC em conjunto com uma MPE jovem, a análise metabolômica determinou somente 

a presença da putrescina (Put; Figura 17). O mesmo foi observado em Pinus pinaster 

exposto a 5-azaC e Pinus nigra utilizando HPLC, sendo proposto pelos autores que a 
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falta dos demais metabólitos esteja relacionada com o rápido metabolismo de PAs em 

cultura celular de coníferas (KLIMASZEWSKA et al., 2009).  

De forma endógena ou exógena, a maioria dos estudos indicam uma relação 

positiva de Put com o crescimento de culturas embriogênicas, estimulando a ES e 

recuperando a CE (MALABADI & NATARAJA, 2007; KLIMASZEWSKA et al., 2007; 

VUOSKU et al., 2012; CHEN et al., 2019). Na fase de proliferação, no entanto, também 

já foi relatada a relação inversa da concentração de putrescina com a CE (NOCEDA 

et al., 2009) e a presença abundante dessa independente do estado embriogênico 

(SALO et al., 2016).  

Neste trabalho a maior concentração de Put foi observada na MPE jovem 

controle positivo para CE (Figura 17). Os diferentes resultados apresentados sugerem 

que a concentração de Put em relação à CE pode variar entre as espécies. Essa 

hipótese é reforçada pela análise de PAs em MPEs de dois genótipos em Pinus 

pinaster, a qual exibiu um perfil inconsistente, dificultando a atribuição a um fenótipo 

de cultura específico (KLIMASZEWSKA et al., 2007). 

No presente experimento, em todos os tratamentos com 5-azaC, a 

concentração de Put foi baixa mesmo a 150 μM, enquanto os resultados anteriores 

vêm indicando uma possível reaquisição da CE (Tópicos 5.2.1 e 5.2.2). Entretanto, é 

observada a associação da diminuição de Put e a desmetilação do DNA com a 

competência embriogênica durante a embriogênese zigótica em Pinus nigra 

(NOCEDA et al., 2009). Desse modo, é possível pressupor que as baixas 

concentrações de Put possam ser relacionadas aos tratamentos com 5-azaC. 

 

6 CONCLUSÃO 
 

 A temperatura não tem efeito sobre a indução de massas pró-embriogênicas 

de Pinus taeda e Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis submetidas a 15°C, 23°C 

e 28°C e ainda a choque térmico de 60°C por 5 min seguido de incubação a 23°C. 

 Há forte efeito do genótipo sobre a indução da ES em Pinus taeda e Pinus 

elliottii x P. caribaea var. hondurensis.  

 A linhagem ECL05 do híbrido Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis 

apresenta reaquisição de competência embriogênica na fase de proliferação com o 
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uso de 5-azaC a 150 μM. Neste tratamento as análises utilizadas apontam para essa 

conclusão devido: (1) o aumento de pró-embriões, (2) o conteúdo de açúcares similar 

à massa pró-embriogênica jovem e (3) o aumento da expressão gênica de SERK1 e 

LEC1 em relação ao controle sem 5-azaC. 

 

Considerações finais 
 

Para estudos posteriores avaliando a aplicação de temperaturas na indução 

com Pinus taeda, é sugerido a investigação da expressão gênica. Essa leva a uma 

melhor compreensão dos processos podendo indicar alterações em nível molecular 

antes que sejam identificados em nível celular. 

Estudos robustos nas coníferas são necessários para compreensão da 

atuação dos metabólitos nas diferentes fases da ES. Com isso, sugere-se estudos de 

metabolômica, assim como, com a aplicação de 5-azaC nas MPEs visando esclarecer 

os processos de forma comparativa. De modo mais específico, a associação das 

análises metabolômica e de determinação dos níveis de metilação do DNA 

possibilitará avaliar se a concentração de poliaminas pode ser relacionada aos baixos 

níveis de metilação causados pelo agente 5-azaC, visando reaquisição da CE em 

espécies de Pinus. 
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ANEXO 1 - Variação da concentração de ácido glicólico em MPEs de 

Pinus elliottii x P. caribaea var. hondurensis sob efeito de azacitidina. 
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