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Inducao de Embrides Somaticos
a Cultivar de Amendoim BRS

Pérola Branca

Julita Maria Frota Chagas Carvalho’
Fernanda Kalina da Silva Monteiro?
José Wellinghton dos Santos®

Resumo

O amendoim (Arachis hypogaea L.), pertencente a familia Fabaceae, é
uma espécie anual conhecida por possuir em sua composicao quimica
proteinas de alto valor nutricional, ser uma oleaginosa comestivel,
relacionada diretamente com a alimentacdo humana e também por
poder ser utilizada por indUstrias de conservantes, oleoquimicas e

na producao de biodiesel. A multiplicacao in vitro de plantas, por

meio da embriogénese somatica, € um processo vantajoso no que

diz respeito ao armazenamento de propagulos por criopreservacao. O
presente estudo objetivou induzir a embriogénese somatica direta em
embrides zigéticos da cultivar BRS Pérola Branca e analisar o efeito
dos reguladores de crescimento na inducdo dos mesmos, para definir
o melhor tratamento para regeneracao. Foram considerados como
fonte de explantes eixos embrionarios, os quais foram excisados das
sementes e desinfestados em uma solucéao de hipoclorito de sédio a
2,5% de cloro ativo, adicionando-se uma gota de tween-20 para cada
100 mL de solucdo. Os explantes foram inoculados em placa de Petri
contendo sais de MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com
vitamina do meio B5 (Gamborg et al., 1968) e duas concentracdes
(15 mg.L" e 35 mg.L") de cada um dos reguladores de crescimento
2,4D diclorofenoxiacético (2,4D), acido naftaleno acético (ANA) e
2-isopentenil (2iP), de acordo com os tratamentos estipulados. O
delineamento utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
3 x 2 + 1, sendo trés reguladores de crescimento (2,4-D, ANA e 2iP),
duas concentracées (15 mg.L"' e 35 mg.L") + 1 testemunha, com
dez repeticdes e dez explantes por placa de Petri. A partir da anélise
de variancia realizada, verificaram-se diferencas significativas a 5% de
probabilidade pelo Teste F, onde o tratamento com ANA mostrou-se
mais eficiente na inducdo de embrides somaticos, com média de 2,93.
Contudo, o regulador de crescimento 2iP ndo se mostrou eficaz na
inducao, pelo fato de inibir o crescimento de células competentes para
a embriogénese somatica.

Termos para indexagéo: Arachis hypogaea L., cultura de tecidos, acido
naftaleno acético, embriogénese somatica.
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Cruz, 1143, Centenario, CEP 58428-095, Campina Grande, PB, julita.carvalho@embrapa.br.
2Bolsista CNPg/Embrapa., fernanda.silva.bio@gmail.com

SEngenheiro-Agrénomo, M.Sc em Agronomia (Estatistica e Experimentacdo Agronémica), Pesquisador
da Embrapa Algodao, jose-wellingthon.santos@embrapa.br



Inducédo de Embriées Somdéticos na Cultivar de Amendoim BRS Pérola Branca

Induction of Somatic Embros
in Peanut Cultivar BRS Pérola
Branca

Abstract

The peanut (Arachis hypogaea L.) belonging to the Fabaceae family, is an
annual species known to possess in its chemical composition proteins

of high nutritional value, being an edible oilseed, directly related to the

food and also because it can be used by industries preservatives, and

the production of biodiesel. The in vitro multiplication of plants through
somatic embryogenesis process is advantageous with respect to storage

of propagules for cryopreservation. Thus, this study aimed to induce
somatic embryos in peanut crops from the in vitro performed with

BRS Pérola Branca, and observe the effect of growth regulators on the
induction of the same. In the first instance, the study aimed to analyze
which only growth regulators would be more suitable for the induction of
somatic embryogenesis, either for propagating purposes on a large scale,
as for future genetic studies. Were added to the medium, according to
established treatments, the following growth regulators and their respective
concentrations: 15 mg.L" and / or 35 mg.L" 2,4-dichlorophenoxyacetic
acid (2,4-D ), 15 mg.L'" and / or 35 mg.L" naphthalene Acetic Acid (NAA)
and 15 mg.L"" and / or 35 mg.L" Isopentyl Adenine (2iP), plus control
without regulator. The design was completely randomized factorial 3x2 + 1,
three growth regulators (2,4-D, NAA and 2iP), two concentrations (15:35
mg.L") + 1 check, with ten replicates and ten explants per dish. From the
analysis of variance applied, it can be seen that there was significant at the
5% probability by F test, in which the ANA was more efficient in inducing
somatic embryos differences. However, the regulator 2iP was not effective
in inducing, because inhibiting the growth of competent cells to somatic
embryogenesis.

Index terms: Arachis hypogaea L., tissue culture, naphthalene acetic
acid, somatic embryogenesis.
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Introducéo

As técnicas de cultivo in vitro possibilitam a conservacao de grande
numero de propdagulos em pequeno espaco fisico, a obtencao de clones
para manutencado em outros bancos de germoplasma, a seguranca

em virtude do baixo risco de ataque de pragas e a integracao dessas
técnicas com a demais como forma de conservacdao (ENGLEMANN,
1977).

Dentre as aplicacdes da cultura de tecidos vegetais, a micropropagacao
é a técnica de maior impacto e de resultados mais concretos
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Engloba diferentes etapas que
vao desde o estabelecimento da cultura in vitro até seu enraizamento,
culminando com a aclimatizacdo da microplanta (BASTOS et al., 2007).

Um dos fatores que pode ter maior influéncia na propagacao in vitro é o
uso de reguladores de crescimento. Na micropropagacao, sua influéncia
ja foi constatada em vérios trabalhos, sendo essas substéancias, em
muitos casos, indispensaveis ao bom desenvolvimento da cultura /in
vitro, tanto no estabelecimento quanto em fases posteriores (GEORGE,
1996).

A inducao da embriogénese somatica é o desencadeamento de um
processo morfogenético pela exposicdo do explante a um estimulo
fisico, quimico ou bioldgico, sendo a etapa mais critica para o
estabelecimento das culturas embriogénicas /in vitro (GUERRA e
NODARE, 2006). Segundo Elhiti Stasolla, (2011) a embriogénese
somatica é o processo pelo qual células somaticas ou nao gaméticas
mudam sua rota de desenvolvimento e entram em uma via
embriogénica, culminando na formacao de embrides somaticos, sendo
um exemplo da totipoténcia das células vegetais, em que uma Unica
célula é capaz de regenerar uma planta inteira, (MOURA, 2007).
Entretanto, o potencial embriogénico ndo é somente determinado
geneticamente, mas também é influenciado pelo meio de cultura e pela
qualidade do explante (LOYOLA e VARGAS et al, 1999).

Guerra et al. (1999) e Hogberg et al. (1998) mencionam que a partir
das técnicas de embriogénese somatica é possivel obter uma grande
quantidade de propagulos de forma sincronizada. Além disso, ha
possibilidade de um alto grau de automatizacao do sistema, permitindo
baixar o custo efetivo da producdao em larga escala de plantulas por
embriogénese somatica.
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Contudo, Jimenez (2005) alerta que, para que esta técnica obtenha
resultados satisfatérios, sejam necessarios protocolos de inducéao e
regeneracao bem estabelecidos a fim de que seja possivel controlar

o grande numero de variaveis, determinadas por fatores genéticos,
pelo estado fisiolégico do explante e pelo efeito do meio sobre fatores
enddgenos.

A semente de amendoim tem teores variados de 6leos nas sementes,
variando entre 43% até 52% (SANTOS, 2013). Dependendo da
forma de armazenamento, o poder germinativo pode ser abreviado,
inviabilizando o vigor e a emergéncia das plantas. Uma alternativa de
recuperacao é por meio de técnicas /in vitro, que possibilita a clonagem
de plantas sadias e geneticamente superiores em escala comercial,
além de colaborar na realizacao de estudos de transformacao genética
e conservacao de espécies vegetais (ALVES et al., 2008). Dentre as
técnicas adotadas para amendoim, a multiplicacdo via embriogénese
somatica tem a vantagem de possibilitar o armazenamento dos
propagulos por um longo prazo por meio da criopreservacao.

Para o sucesso da técnica, contudo, ha necessidade de protocolos
bem estabelecidos que permitam a recuperacao da planta na integra
(JIMENEZ, 2005; PAIS, 2003; Carvalho e Vital (2003). A obtencdo de
protocolo para multiplicacdo do amendoim via embriogénese somatica
ird viabilizar os processos de transformacao e recuperacao dos acessos
do Banco de Germoplasma (BAG). De acordo com Carvalho et al
(2006), a embriogénese somatica na maioria das espécies é gendtipo-
dependente, o que torna necessario testar protocolos de inducao da
embriogénese somatica em gendtipos diferentes.

Diante disso, o presente estudo objetivou induzir a embriogénese
somatica direta em embrides zigdticos da cultivar de amendoim BRS
Pérola Branca e analisar o efeito dos reguladores de crescimento

na inducédo dos embrides, para definir o melhor tratamento para
regeneracao.

Material e Métodos

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Cultivo de Tecidos
Vegetais da Embrapa Algodao, Campina Grande, PB. Utilizaram-se
sementes da cultivar de amendoim BRS Pérola Branca, provenientes

10
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de Barbalha, CE, colhidas em 2012. Essa cultivar foi selecionada
por apresentar elevado teor de éleo nas sementes, na faixa de 50%
(SANTOS et al, 2013), e ter viabilidade germinativa reduzida em
ambientes de elevada insolacao.

Foram considerados como fonte de explantes eixos embrionarios, os
quais foram excisados das sementes e desinfestados em uma solucao
de hipoclorito de sédio a 2,5% de cloro ativo, adicionada com uma gota
de tween-20 para cada 100 mL de solugéo.

Na camara de fluxo laminar os explantes foram inoculados em

placa de Petri contendo sais de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
suplementado com vitamina do meio B5 (GAMBORG et al., 1968),

e duas concentracées (15 mg.L' e 35 mg.L") de cada um dos
reguladores de crescimento 2,4D diclorofenoxiacético (2,4D), acido
naftaleno acético (ANA) e 2-isopentenil (2iP), de acordo com os
tratamentos estipulados. Foi adicionado ao meio 3% de sacarose,
0,25% de gelrite, e o pH foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem.
Apds a inducdo, os cultivos foram transferidos para a sala de crescimento
e mantidos no escuro a uma temperatura de 25 °C = 2 °C com foto
periodo de 16h de luz e intensidade luminosa de 30 ymol m2s™.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3 x 2 + 1 (trés reguladores de crescimento, duas
concentracoes dos reguladores mais uma testemunha), com dez
repeticoes. A unidade experimental foi composta de uma placa de Petri
contendo dez explantes.

Aos 30 dias de cultivo, a avaliacao dos explantes foi feita mensurando-
se a presenca ou nao de embrides somaticos e, apos, subcultivados em
meio de rediferenciacdo, em que permaneceram por mais 30 dias ainda
no escuro. Os embrides somaticos foram identificados com auxilio de
uma lente de aumento 20 x 30 MM.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o
programa SAS 9.2. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Resultados e discussao

Na Tabela 1 encontra-se a andlise de variancia simplificada para a
varidvel nimero de embrides sométicos, verificando-se que houve

diferenca estatistica significativa a 5% de probabilidade pelo Teste F para

Regulador (Rc), para interacdo Rc x Cr (concentracdo de reguladores

de crescimento), entretanto, para (Cr), ndo houve efeito significativo,
o que indica que as duas concentracdes respondem indistintamente a

inducao de ES (embrides somaticos).

Tabela 1. Andlise de variancia do nimero de embrides somaticos em amendoim induzidos

apos 30 dias de cultivo em funcao de diferentes concentracdes de reguladores de
crescimento. Campina Grande, PB, 2014.

F.v G.L sQ am F
Regulador (Rc) 2 15,0329 7,514 7,76 **
Concentracéo(Cr) 1 1,3326 1,326 1,37 N8
Rc x Cr 2 11,704 5,852 6,04 **
Fatorial vs. tes 1 2,093 2,093 2,16 NS
Tratamentos (6) 30,1522 5,025 5,19 **
Erro 63 60,994 0,978

** Significativo (P<0,01) pelo Teste F. N N&o Significativo (P>0,05).

Na Tabela 2 apresenta-se o desdobramento da interacao significativa
entre reguladores de crescimento e concentracao dos reguladores para

a variavel nimero de ES, observando superioridade do regulador de
crescimento ANA no numero de ES.

Tabela 2. Valores médios referentes ao nimero de embrides soméaticos em amendoim,
induzidos em diferentes concentracdes de reguladores de crescimento aos 30 dias apds o

cultivo.

Regulador de

Concentracdo (mg.L™")

crescimento 15 35
24-D 1,60 aA 1,00 bA
ANA 1,43 aB 2,93 aA
2iP 1,00 aA 1,00 bA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula em cada coluna e maitscula em cada linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). Letra maitliscula compara entre concentracdo e minuscula

entre reguladores.
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Em muitas espécies, o processo de iniciacdo da embriogénese
somatica se verifica ao se cultivar o explante em meio de cultura

com concentracao relativamente elevada de 2,4-D, e as citocininas
podem favorecer a formacao de calo embriogénico (GUERRA et al.,
1999). Porém, pode-se observar que alta concentracao de 2,4-D foi
inibitoria para a inducao dos embrides somaticos (Tabela 2). Todos os
reguladores utilizados para inducao dos embrides na concentracao de
15 mg.L" ndo diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey. Ja na
concentracdo de 35 mg.L", os reguladores 2,4-D e 2iP se mostraram
estatisticamente semelhantes em relacdo a média de embrides
somaticos induzidos, enquanto o ANA se mostrou bastante eficaz

na inducdo dos mesmos, com média de 2,93. Gill e Saxena (1992)
induziram e conduziram o desenvolvimento de embrides somaticos em
explante de folha e segmento cotiledonares de amendoim com o uso de
22 mg.L" de TDZ.

Os eixos embrionarios foram induzidos em meio MS, e apdés 30 dias de
cultivo, observou-se embriogénese somatica direta em amendoim nos
diferentes tratamentos estabelecidos (Figuras 1 B, C e D). Como pode
ser observado na Figura 1, o meio MS sem regulador de crescimento
nao induziu embrides somaticos (ES), o que vem a corroborar com
Zimmermann (2010), que menciona a importancia primordial dos
reguladores de crescimento na inducéao de ES.

Na Figura 1 observa-se a diferenca entre os aspectos morfolégicos

de cada tratamento estabelecido. O tratamento sem regulador de
crescimento (Figura 1A) apresentou apenas o desenvolvimento dos
explantes, sem formacao de massa embriogénica e, consequentemente,
sem inducado de embrides somaticos, e os tratamentos em que foram
utilizados 15 mg.L" de 2,4-D (Figura 1B) e 15 mg.L"' e 35 mg.L"

de ANA (Figuras 1C e 1D) desenvolveram calos e, sobre estes, os
embrides somaticos. Isto pode ser explicado pelo fato de as auxinas
estarem envolvidas diretamente com a iniciacdo e inducao de embrides
somaticos.

Schenk e Hildebrandt (1972) afirmaram que baixas concentracdes

de citocininas foram necessérias para a embriogénese somatica na
maioria das culturas de dicotiledoneas. Contudo, os resultados obtidos
com o 2iP nao foram satisfatérios. Este fato é justificado pelo estado
fisioldgico dos explantes (Figura 2). Os tratamentos com 2iP (15 mg.L"’
e 35 mg.L") adquiriram um escurecimento dos calos, reafirmando o
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Fotos: Fernanda Kalina da Silva Monteiro

Figura 1. Aspectos de calos em desenvolvimento induzidos em meio MS, nos diferentes
tratamentos estabelecidos. A. Sem regulador de crescimento; B. 15 mg.L"'2,4-D;
C-D. 35 mg.L" ANA.

que foi reportado por George (1993), em que essa condicdo geralmente
é inibitéria a formacao de células competentes a embriogénese, como
ocorre também na Ocotea odorifera (canela sassafras) (SANTA-
CATARINA et al., 2001).

Na Figura 3 observa-se que os embrides somaticos apresentaram-
se transparentes e brancos, em concordancia com alguns trabalhos
que os descreveram como estruturas brancas (GAGANESAN;

Figura 2. Aspecto fisiolégico de explantes
cultivados em meios suplementados com
2iP.

Foto: Fernanda Kalina da Silva Monteiro




15

Inducédo de Embriées Somdéticos na Cultivar de Amendoim BRS Pérola Branca

JAYABALAN, 2004; BHANUMATHI et al., 2005). Segundo Jurgens e
Mayer (1992), o padrao de desenvolvimento de um embrido somatico,
em dicotileddneas, apresenta muitas caracteristicas morfolégicas
semelhantes as do embrido zigético, como estadios de desenvolvimento
pré-embrionéarios e embrionédrios propriamente ditos, que sao globulares,
cordiforme, torpedo (Figura 3A) e cotiledonar (Figura 3B).

Fotos: Fernanda Kalina da Silva Monteiro

Figura 3. Estagios de embrides somaticos em amendoim, obtidos em meio MS
suplementado com 15 mg.L"2,4-D (3A) e 35 mg.L" ANA (3B)

As fases da embriogénese somatica é extremamente importante

no estudo fisiolégico dos embrides, pois é possivel observar se o
desenvolvimento deles serd de forma sincronizada ou se havera
deformacdo durante o processo ontogenético (PEREIRA et al., 2007).
Os estudos mostram que ha uma relacdo de genétipo-dependéncia
nos reguladores utilizados para promover a inducdo na embriogénese
da cultivar estudada, o que se confirma com os achados da literatura
(CARVALHO et al, 20086).

As informacdes obtidas neste trabalho sdao de grande relevancia para

a cv. BRS Pérola Branca, que é um gendtipo de habito rasteiro, porém,
diferentemente das demais cultivares, é altamente precoce e de elevado
teor de 6leo (SANTOS et al, 2013). Ha registros na literatura que em
materiais alto-oleicos hd uma tendéncia de dorméncia nas sementes
que, dependendo do caso, pode influenciar no planejamento de
colheita. A ‘BRS Pérola’ tem variacdes na germinacao que, dependendo
do local, pode levar até 15 dias. Com a adogao do protocolo adotado,
hé possibilidade de resgate do gendtipo em caso de perda de
viabilizacdao da germinacao.
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Conclusao

O &cido naftaleno acético, na concentracdo de 35 mg.L", é o regulador
de crescimento que promove mais beneficio para inducao de embrides
somaticos na cultivar de amendoim BRS Pérola Branca.
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