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RESUMO: As poliaminas, putrescina (put), espermidina (spd) e espermina (spm) são amplamente distribuídas na
natureza, desempenhando importante papel em vários eventos celulares. Considerando que as poliaminas estão
envolvidas no processo embriogênico, torna-se importante conhecer as bases para estas alterações no metabolismo.
O objetivo do presente trabalho foi observar os teores de poliaminas durante as diferentes fases da embriogênese
somátka da cenoura. As análises foram realizadas, através da modificação do método de Flores e Galston a cada
96 horas durante 50 dias da cultura de células em suspensão. As células foram obtidas a partir de calos e
inoculadas em meio de Murashige & Skoog (MS), modificado e acrescido de 0,2 mg/1 de 2,4-D e 0,1 mg/1 de
cinetina durante os primeiros 14 dias da cultura, sendo que no restante do período permaneceram em meio MS
desprovido de fiorreguladores. Os teores de poliaminas oscilaram durante todo o processo embriogênico, sendo
que a putrescina foi a que apresentou maior acúmulo. Estes resultados sugerem que os níveis de espermidina e
espermina são reduzidos em relação a putrescina devido a intensa utilização da spd e spm no processo de divisão
e diferenciação celular, enquanto que a put parece ter apenas a função de sintetizar as outras duas amidas.
Descritores: poliaminas, embriogênese somática, cenoura, Daucus carola

POLYAMINES IN SOMATIC EMBRYOGENESIS IN CARROT (Daucus carota L.)

ABSTRACT: The polyamines, putrescine (Put), Spermidine (Spd) and Spermine (Spm) are widely present in nature,
performing an important role in various cellular events. Considering that polyamines take part of the embryogenic
process, it is important to know the bases for these alterations in the metabolism. The objective of the present
study was to observe the contents of polyamines during the different phases of somatic embryogenesis of carrot.
Analyses were carried out, according to a modification of the method developed by Flores & Galston every 96
hours during 50 days from the culture of cell suspensions. The cells were provided from callus and inoculated in
Murashige & Skoog (MS) medium which had been modified and added with 0.2 mg/1 of 2,4-D and 0.1 mg/1 of
Idnetin during the first 14 days, whereas for the other days, they were kept in MS medium deprived of phytoregulators.
The contents of polyamines varied during all the embryogenic process, when putrescine showed the most accumulated.
These results suggest that the levels of Spermidine and spermine are reduced in relation to putrescine due to the
intense use of Spd and Spm in the process of cell division and differentiation, whereas Put seems to have only the
function of synthetizing the other two amines.
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INTRODUÇÃO

As poliaminas, putrescina (Put), espermidina
(Spd) e espermina (Spm) são amplamente
distribuídas na natureza, desempenhando
importante papel em vários eventos celulares, tais
como síntese protéica, replicação do DNA e
morfogênese (TABOR & TABOR, 1976 e
BACHRACH, 1973). A biossíntese das poliaminas
bem como das enzimas que regulam o seu
metabolismo, têm sido estudadas em várias plantas
superiores (Smith e Galston & Kaur-Sawhney

citados por KUROSAKI et al., 1992. Entretanto,
o significado fisiológico e possíveis funções das
poliaminas não estão suficientemente esclarecidos
(KUROSAKI et al., 1992). Altos níveis de
poliaminas têm sido associados com a diferenciação
celular em fungos e vários sistemas de plantas
(Feirer et al.; Kaur-sawhney et al. e Tabor & Tabor,
citados por TIBURCIO et al, 1987). Assim sendo,
elevados níveis de poliaminas são necessários
durante a embriogênese de cenoura em cultura de
tecidos (FEIRER, et al., 1984). Os níveis de
poliaminas livres e conjugadas aumentaram



drasticamente durante a diferenciação e regeneração
de plantas derivadas do mesofilo de Vigna em
cultura deprotoplastos (KAUR-SAWHNEY et al.,
1982). A formação de novas células está
correlacionada com o aumento na síntese de DNA,
RNA, proteínas e com a formação de poliaminas
(COHEN et al., 1982). Montague et al. citados
por MINOCHA et al. (1991), foram os primeiros
a demonstrar que o aumento dos teores de
poliaminas está correlacionado com a embriogênese
somática em culturas de células de cenoura. Estes
autores observaram um grande aumento dos teores
de putrescina, nas culturas embriogênicas. O
aumento do acúmulo de putrescina é provavelmente,
resultante do decréscimo de sua utilização para a
biossíntese de espermidina e não ao aumento de
sua produção (MINOCHA et al., 1991). Maior
acúmulo de putrescina é geralmente observado em
tecidos tratados com inibidores da síntese de
espermidina e espermina (Hölt et al. e Pegg citados
por MINOCHA et al., 1991). Estes resultados
foram confirmados por MINOCHA et al. (1991),
que observaram redução no acúmulo de
espermidina e espermina quando usaram um
inibidor de sua síntese o que levou ao conseqüente
aumento nos teores de putrescina em culturas de
células embriogênicas de cenoura. Estes inibidores
da síntese de espermidina e espermina inibiram
também a embriogênese somática em cenoura,
particularmente nos estágios globular e de formação
dos torpedos (MINOCHA et al., 1991). Estes
resultados indicam que espermidina e espermina
são elementos indispensáveis para a morfogênese
de cenoura. Considerando que as poliaminas estão
envolvidas no processo embriogênico de células de
cenoura, torna-se importante conhecer as bases para
estas alterações no metabolismo (MONTAGUE et
al., 1979). O objetivo do presente trabalho foi
observar os teores de poliaminas durante as
diferentes fases da embriogênese somática de
cenoura (Daucus carota L.) em suspensão.

MATERIAL E MÉTODOS

Os calos foram obtidos a partir de tecido
radicular de cenoura, cultivar Brasília, em meio de
MURASHIGE & SKOOG (1962) modificado, e
suplementado com 0,2 mg/1 de ácido 2,4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) + 0,1 mg/1 de
Cinetina, conforme SCHONS (1995). Além dos
fítorreguladores foram adicionadas 7 g/1 de ágar,
30 g/1 sacarose e o pH foi ajustado para 5,7 antes

da autoclavagem. A suspensão de células foi
efetuada em meio igual ao anterior, sem ágar.
Inoculou-se 200 mg de células em cada Erlenmeyer
contendo 25 ml de meio e foram mantidos sob
agitação a 90 rpm em sala de crescimento com
condições de luz (2000 lux), temperatura (25 Graus
Celsius) e fotoperíodo (12 horas) controlados.

Apôs 14 dias as células foram nitradas,
lavadas e reinoculadas em meio desprovido de
fítorreguladores, onde permaneceram durante o
processo de diferenciação celular até o
qüinquagésimo dia. Para determinar os teores de
poliaminas, foram utilizadas 100 mg de matéria
fresca macerada em l ml de ácido perclórico a
5%, banho de gelo por l hora seguido de
centrifugação por 15 minutos a 10000 rpm (9000
g), à 4 °C. O método de dansilação e cromatografia
foi adaptado de FLORES & GALSTON (1982) e a
quantificação foi feita em espectrofotometria de
fluorescência.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os teores de poliaminas foram analisados
durante todo o processo embriogênico e os
resultados podem ser observados na Figura l.



O aumento nos teores de putrescina,
observado no período de divisão celular (14 dias)
pode representar uma alteração na síntese de
poliaminas induzida, provavelmente pelo 2,4-D do
meio onde putrescina é precursora de espermidina
e esta de espermina. A espermidina aumentou
lentamente seguida da espermina que apresentou
apenas um pequeno aumento. Fato semelhante foi
observado por SMITH et al. (1978) em culturas
em suspensão de Paul's Scarlet Rose. O aumento
da putrescina na fase de divisão celular foi seguida
do decréscimo observado no décimo oitavo dia,
coincidindo com a fase globular, estando de acordo
com o encontrado por FALLON & PHILIPS (1988).
Esta redução parece estar associada com a intensa
utilização da putrescina para a síntese de
espermidina , nesta primeira fase da diferenciação
celular, considerando que espermidina e espermina
são utilizadas no processo morfogenético
propriamente dito, de acordo com MINOCHA et
al. (1991). Elevado acúmulo de putrescina foi
observado no vigésimo sexto dia, que caracterizou
a fase de formação dos corações, seguido do
aumento da espermidina.

Conforme MINOCHA et al. (1991) o
aumento no acúmulo de putrescina é provavelmente
devido ao decréscimo da sua utilização para a
biossíntese de espermidina, e não ao aumento de
sua produção.

As variações subsequentes, observadas nos
níveis de putrescina e espermidina se assemelham
aos resultados encontrados por FALLON &
PHILLIPS (1988) e o teores de espermina aos
observados por KUROSAKI et al. (1992).

Resultados semelhantes com relação aos
níveis de putrescina, espermidina e espermina foram
também encontrados por MINOCHA et al. (1991),
embora estes autores tenham observado essas
variações em intervalo menor de tempo. Nossos
resultados diferem dos autores citados no que se
refere ao tempo de observação dos eventos de
diferenciação. Estas diferenças, possivelmente
estejam associadas às condições experimentais bem
como ao cultivar utilizado.

As poliaminas aparecem alteradas a cada nova
fase da embriogênese somática de cenoura, sendo
que a putrescina é a que apresenta maior acúmulo.
Estes resultados sugerem que os níveis de
espermidina e espermina são reduzidos em relação
a putrescina, devido a intensa utilização de Spd e
Spm no processo de divisão e diferenciação celular.

A putrescina não parece estar envolvida
diretamente no processo embriogênico, tendo como
função, apenas a síntese de spd e spm.
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