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RESUMO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) pertencente a familia Leguminosae é uma das oleaginosas subtropicais mais
cultivadas no mundo. A sua importancia econdmica esta relacionada ao fato de suas sementes poderem ser
utilizadas diretamente na alimentacdo humana, nas industrias de conservantes, confeitarias, oleoquimica e no
biodiesel. Mediante sua importancia, o cultivo de tecidos in vitro torna-se uma técnica importante, visto que
seleciona plantas sadias e geneticamente superiores. Uma alternativa in vitro, é a multiplicacdo de plantas via
embriogénese somatica, cuja principal vantagem é a possibilidade de armazenamento dos propagulos por um
longo prazo atraves da criopreservagdo. No entanto, essa técnica necessita de protocolos bem estabelecidos e de
investigac@es acerca do controle de varidveis determinadas por fatores genéticos, estado fisiologico do explante e
pelo efeito do meio sobre fatores enddgenos. Nesse caso, 0 uso da espectroscopia no infravermelho proximo
(NIR) podera emergir como uma importante ferramenta para estudos acerca desse processo, pois permite realizar
analises de forma ndo destrutiva, num curto periodo e sem uso de reagentes. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi induzir a embriogénese somética e caracterizar perfis proteicos de sementes, embrides zigéticos (EZ)
e embrides somaticos (ES) de amendoim através da espectroscopia NIR. Para inducdo da embriogénese somética
foi utilizado 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG) suplementado com vitaminas do meio B5, sacarose, gelrite e
diferentes concentragdes do 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). As culturas foram transferidas para sala de
crescimento onde permaneceram no escuro e com temperatura de 25+2°C. Ap6s 30 dias observou-se 0 nimero
de ES por explantes. As medidas de reflectancia foram realizadas de maneira ndo destrutiva com espectrémetro
VIS-NIR modelo XDS Analyser na regido de 400 a 2500 nm. Os espectros foram avaliados por analise de
componentes principais (PCA) na regido de 1100 a 2500 nm e nas regides de 1300 a 2300 nm que séo atribuidas
a presencga de ligagbes N—H nas proteinas. Os resultados do nimero médio de ES foram transformados em
Jx+1, e submetidos & analise de variancia e de regressao polinomial. O padréo de comportamento ajustou-se em
um modelo polinomial quadratico, obtendo-se a concentracdo maxima de 34,4 mg.L™ do 2,4-D para produzir em
média 2,14 ES. A variancia explicada na andlise de PC1 x PC2 foi de 98%, com separacdo dos escores das
amostras de sementes, dos EZ e ES provenientes dos tratamentos com 2,4-D, enquanto que a variancia nas
regifes de 1300 a 2300 nm foi de 99%. Quando comparado 0s EZ, explantes com e sem ES, a varidncia na
andlise de PC1 x PC2 e nas regides atribuidas a proteinas em ambos foi de 98%. Dessa forma, a representacéo
grafica dos escores possibilitou a analise protedbmica em sementes, EZ e ES de amendoim, e a estratégia

desenvolvida permitiu reduzir o tempo das observacdes sem destruir as amostras.

PALAVRAS-CHAVE: Arachis hypogaea L. Cultura de Tecidos. Proteinas. 2,4- Diclorofenoxiacético.



ABSTRACT

The peanut (Arachis hypogaea L.) belonging to the family Leguminosae, is one of the oilseed subtropical most
widely cultivated around the world. Its economic importance is related to the fact that their seeds can be used
directly for human consumption, in the industry of preservative, bakeries, oleochemical and biodiesel. Through
its importance, the in vitro tissue culture become an important technique, select healthy plants and genetically
superior. An alternative in vitro is the multiplication of plants by somatic embryogenesis, whose main advantage
is the possibility of storing the embryos over a long period by cryopreservation. However, this technique requires
well-established protocols and research about the control of variables determined by genetic factors, through the
physiological state of the explant and by the effect of environment on the endogenous. In this case, the use of
Near Infrared Spectroscopy may emerge as an important tool for studies on this process, because it allows for
analysis of non-destructive way, in a short time and without the use of reagents. Thus, the aim of this work was
to induce somatic embryogenesis and characterize protein profiles of seeds, zygotic embryos (ZE) and somatic
embryos (SE) of peanuts by NIR spectroscopy. For induction of somatic embryogenesis was used the culture
medium MS (MURASHIGE e SKOOG) supplemented with vitamin B5, sucrose, gelrite and different
concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). The cultures were transferred to growth room where
they remained in the dark and with a temperature of 25 + 2 °C. After 30 days of cultivation, we observed the
numbers of SE for explant. The reflectance measurements were performed in a non destructive spectrometer
VIS-NIR model XDS Analyser in the region 400-2500 nm. The spectra were evaluated by principal component
analysis (PCA) in the region from 1100 to 2500 nm and regions from 1300 to 2300 nm that are attributed to the
presence of bonds N—H in proteins. The results of the average number of the system were converted into \/x+1,
and subject to analysis of variance and regression polynomial. The behavior pattern set into a quadratic
polynomial model to yield the maximum concentration of 34,4 mg.L™ of 2,4-D to produce an average 2,14 SE.
The variance applied in the PCA analysis was 98% with separation of the scores of the seed samples of ZE and
SE from the treatment with 2,4-D, while the variance in the regions 1300-2300 nm was 99%. When compared,
the ZE explants, with and without SE, the variance in the PCA analysis and in the region of protein was of the
98%. Thus, the graphical representation of the scores, allowed the proteomic analysis of seed, ES and ZE of

peanut and also the strategy developed reduced the time of observation, without destroying the samples.

KEYWORDS: Arachis hypogaea L. Tissue Culture. Protein. 2,4-Dichlorophenoxyacetic.



TABELA1-

TABELA 2 -

TABELA3 -

LISTA DE TABELAS

Concentragfes do 2,4-D UtHHZadas..........cccoeeuieiieeieeeeeeeeeeecee e 21

Resumo da andlise de variancia referente ao nimero de embriGes somaticos em
amendoim 30 dias apdés o cultivo em meio MS suplementado com diferentes
CONCENLIACOES A0 2,4-D...viiiiceicieeee ettt et st te b st se e e aneas 25

Valores médios referentes a variavel nimero de embriées somaticos em amendoim,
30 dias ap6s o cultivo em meio MS suplementado com diferentes concentragdes do



FIGURA1

FIGURA 2

FIGURA 3

FIGURA 4

FIGURAS

FIGURA 6

FIGURA7

FIGURA 8

FIGURA9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

LISTA DE FIGURAS

Caracteristicas morfologicas da planta do amendoim, cultivar BR-1.........c.ccccccvevunee. 14
ESPEctro eletromagnéliCo........cccueivirieieieeicsee et 18
Analise dos perfis proteicos e de componentes principais N0 NIR...........ccccccevveveenane. 23
Efeito concentragdes do 2,4-D, no nimero de ES de amendoim...........c..cccvevvrienennnn, 26
Embriogénese somatica em amendoim ..........ccccoierienininieieeiensiee e 27
Desenvolvimento das plantulas provenientes da ES em amendoim............ccccccveunee. 28

Espectros de reflectancia no NIR (400 a 2500 nm), obtidos da analise de sementes,
embrides zigbticos e embrides somaticos de amendoim provenientes do meio MS
suplementado com diferentes concentra¢des do 2,4-D, 30 dias apoés o cultivo........... 28

Espectros derivativos (na regido de 400 a 2500 nm) obtidos do pré-processamento
dos dados das amostras de sementes, embrides zigdticos e embrifes somaticos de
amendoim provenientes do meio MS suplementado com diferentes concentraces
do 2,4-D, 30 dias ap0S 0 CUIIVO........ccueiiiiiiiiee e e 29

Escores do PC1 x PC2 (na regido 1100 a 2500) aplicado ao conjunto das amostras
de sementes, embriBes zigdticos e embrides somaticos de amendoim provenientes
do meio MS suplementado com diferentes concentragdes do 2,4-D, 30 dias apds o
CUITIVO. ..ttt et bbbttt bbb s e e bttt eb et er b 29

Escores do PC1 x PC2 (na regido de 1300 a 1500 nm e 2100 a 2300 nm) aplicado
ao conjunto das amostras de sementes, embrides zigoticos e embrides somaticos de
amendoim provenientes do meio MS suplementado com diferentes concentracdes
do 2,4-D, 30 dias ap0Ss 0 CUIIVO........ccueiieeiiiiiee e 30

Espectros de reflectdncia no NIR (400 a 2500 nm), obtidos da analise de embriGes
zigbticos de amendoim antes e apés inducdo em meio MS sem regulador de
crescimento, e de embrides somaticos provenientes de meio MS suplementado com
30 mg.L ™" do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de CUtiVO.............coo.evreeevereeereeeerene s, 30

Espectros derivativos (na regido de 400 a 2500 nm) obtidos do pré-processamento
dos dados das amostras de embrifes zigdticos de amendoim antes e ap06s indugdo
em meio MS sem regulador de crescimento, e de embrides somaticos provenientes
de meio MS suplementado com 30 mg.L™" do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de
CUILIVO. ..ttt st st e seene e s e tesne e e eeneeneene s senes 31

Escores do PC1 x PC2 (na regido 1100 a 2500) aplicado ao conjunto das amostras
de embriBes zig6ticos de amendoim antes e apds inducdo em meio MS sem
regulador de crescimento, e de embrides somaticos provenientes de meio MS
suplementado com 30 mg.L™ do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de cultivo....................... 31

Escores do PC1 x PC2 (na regido de 1300 a 1500 nm e 2100 a 2300 nm) aplicado
ao conjunto das amostras de embrides zigdticos de amendoim antes e ap6s inducéo
em meio MS sem regulador de crescimento, e de embries somaticos provenientes
de meio MS suplementado com 30 mg.L™" do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de
CUTIVO .ttt b et bt bbbt bt st ne bt eenas 32



1.2

121

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.7.1

4.7.2

SUMARIO

[N EEI0] 516 107:Y0 T 11
OBUJIETIVOS ...t 13
GIALL . 13
ESPECITICOS. ..ttt 13
FUNDAMENTAGAO TEORICA ...ttt 14
O AMENOIM. ...ttt b et b e nn e 14
Cultura de teCidOS VEQELAIS. ........ccveiieeiecieeie e 15
EMDriogénese SOMALICA.........c.cccveiviiiiiecce e 16
FAN g E= Tl o] o) (7041 (o VSRS 17
Espectroscopia no infravermelho proXimo...........cccccvvevviieiecie e 18
QUIMIOMELIIA .veeviiiiie ettt ere e st e et e s ba e s be e sbeesbeesbeesnbeesbeesnbeesaeeas 19
MATERIAIS E METODOS........cooiiieiieeieeeeseeees e essseeieses st tsses s s 21
Local e periodo de realizagdo da PeSqUISa..........ccovrererieerereeneniereeee e, 21
Material vegetal @ ASSEPSIA........cciiiriiiiieieee e 21
Meio de cultura e inducé@o da embriogénese SOMALICA..........ccovrererererereenerene 21
REGENEIAGAD. .....cueiieee ettt bbbt 22
Aclimatizacao e transplante para casa de VEgetagao...........ccervereereereeeerseeniennen 22
Aplicagdes da espectrosScopia NIR.. ...t 22
ANALISES BSTATISTICAS. ... eveteiiriesieee e 23
EMDriogénese SOMALICA. ........c.cuiirieiiieie e 23
(@ 10 T34 T0] 4 1=] 1 g - USSP 24
RESULTADOS E DISCUSSOES..........coiiiiieeeeeeestee s 25
CONCLUSOES. ...ttt 34

= = = @] N TR 35



11

1. INTRODUCAO

O amendoim (Arachis hypogaea L.) pertencente a familia Leguminosae, € uma
oleaginosa originaria da América do Sul, e cultivada nas mais variadas regides tropicais do
mundo pela sua adaptabilidade a uma grande diversidade de ambientes (MORAES, 2006).
Estima-se que a semente de amendoim possui 50% de teor de 6leo, e 22 a 30% de proteinas
em sua composicao, aléem disso, ha presenca de sais minerais, vitaminas e carboidratos, o que
representa sua importancia na alimentacdo humana (FREIRE et al., 1998; SANTOS et al.,
2010).

O cultivo dessa oleaginosa segundo Beltrdo et al. (2011) vem se tornando uma
importante alternativa para a agricultura familiar no nordeste devido o seu ciclo reduzido, sua
capacidade de produzir com baixo indice pluviométrico, e a possibilidade de ser cultivada em
consércio com outras culturas. Estas caracteristicas justificam a importancia do
desenvolvimento de pesquisas que visem principalmente, o desenvolvimento de variedades

com maior capacidade adaptativa.

E neste enfoque que o cultivo in vitro de plantas torna-se importante, visto que é uma
ferramenta que possibilita a clonagem de plantas sadias e geneticamente superiores em escala
comercial, além de colaborar na realizacdo de estudos de transformacdo genética e
conservacao de espécies vegetais. Permite ainda aperfeicoar a interacdo entre fatores
genéticos e hormonais, associados a nutricdo, luminosidade e temperatura, resultando em
plantas com caracteristicas almejadas (ALVES et al., 2008). Uma alternativa in vitro, é a
multiplicacdo de plantas via embriogénese somatica. Essa técnica é extremamente importante
em programas de propagacdo, porém, para que seja viavel é necessario que protocolos sejam
bem estabelecidos (JIMENEZ, 2005; PAIS, 2003).

Segundo Jiménez (2005) e Pais (2003) as mudancgas em nivel celular causadas por
qualquer tipo de estresse, como choque hormonal, cortes, escuriddo, déficit nutricional ou
choque térmico, sdo conhecidas como indutores de embriogénese. No entanto, poucos estudos
acerca de sua aplicacdo para o amendoim foram realizados, e no geral pouco se sabe sobre o
significado dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de embriGes somaticos até a

regeneracao da plantula.

Como alternativa de viabilizar os estudos em nivel molecular da cultura de tecidos de
plantas, a protedbmica comparativa torna-se importante, pois, o proteoma reflete o conjunto de

proteinas expressas num organismo em determinada situacéo, e ao contrario do genoma, nao €
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estatico e pode se modificar dependendo das condigdes e estimulos que o organismo estd
exposto (DIAS, et al., 2000; SILVA et al. 2007). Estudos recentes tem analisado a expressao
proteica durante a embriogénese somatica, e apresentaram relatos de alteracdes nos perfis
proteicos em resposta a diferentes meios de cultura (MORAES, 2006). Varios genes que
influenciam a embriogénese somatica foram agrupados em funcdo de suas caracteristicas em
comum, dentre eles estdo os de proteinas de choque térmico (heat shock proteins) e pPJCW1 e
2, todos induziveis por auxinas (CHUGH; KHURANA, 2002).

Nos projetos de proteoma, um dos objetivos primarios é separar e visualizar 0 maximo
de proteinas possivel de uma fonte, permitindo que sejam catalogadas computacionalmente e
estudadas por técnicas analiticas (SOUSA; FONTES; RICART et al., 2007). No entanto, até
que seja possivel chegar a estas etapas, é necessario que ferramentas sejam associadas para

possibilitar a caracterizacdo mais detalhada do material organico.

Dentre essas técnicas analiticas, de acordo com Montes et al. (2007) a espectroscopia
no infravermelho proximo (NIR) e a espectrometria de massa (MS/MS) emergem nas
pesquisas bioquimicas, principalmente para realizar a medida de componentes principais, em
regides especificas, como as de proteinas. Podera emergir também, como uma importante
ferramenta para analise de processos bioldgicos, tais como a embriogénese somatica, pois é
possivel realizar as analises de forma nédo destrutiva, e assim reduzir o nimero de ensaios sem
a necessidade do uso de reagentes, e assim permitir a conservacdo das amostras para uso

posterior.
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2. OBJETIVOS

Geral

e Induzir a embriogénese somatica a partir de embrido zigético e caracterizar perfis
proteicos de sementes, embrifes zigoticos e somaticos de amendoim atraves da

espectroscopia NIR.

Especificos

e Observar o efeito do 2,4-D na inducdo de embrifes somaticos em amendoim;

e Comparar por meio dos espectros, os perfis proteicos dos embrides somaticos de
amendoim provenientes de diferentes concentracdes do 2,4-D, com embrides zigoticos
e sementes;

e Analisar os perfis proteicos de embrides zigoticos e sementes, com embribes
somaticos provenientes de explantes cultivados em meio de cultura, na presenca e na
auséncia de 2,4-D;

e Relacionar os espectros na regido do infravermelho préximo com o perfil diferencial

de proteinas em embriGes somaticos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O amendoim

O amendoim (Arachis hypogeae L.) (Figura 1A) é uma dicotiledénea herbacea, anual,
pubescente, de porte ereto ou rasteiro, pertencente a familia Leguminosae. Nativo da América
do Sul é uma das oleaginosas subtropicais mais cultivadas no mundo (BELTRAO, 2011;
DANTAS, 1999).

A espécie tem um processo especial de frutificacdo denominado geocarpia, em que
uma flor aérea apos ser fecundada, produz frutos subterraneos (1B). Suas flores sdo amarelas,
agrupadas em numero variavel ao longo do ramo principal ou também dos ramos secundarios,
e as sementes (Figura 1C) variam quanto a coloracdo e ao tamanho dentro de cada grupo
(BELTRAO, 2011; DANTAS, 1999).

‘ y B
Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas da planta do amendoim, cultivar BR-
1: (A) Planta, (B) frutificacdo e (C) sementes.

Foto: A. M. M. Alves. Campina Grande, 2012.

A importancia econémica do amendoim segundo Bulgarelli (2008) e Graciano (2009)
esta relacionada ao fato de suas sementes poderem ser utilizadas diretamente na alimentacéao
humana, nas industrias de enlatados, confeitarias, oleoquimica e no biodiesel, além disso, o

farelo obtido apés a extracdo de o6leo é utilizado na alimentacéo animal.

A China, india e Estados Unidos sdo os paises em que a producdo de amendoim se
destaca. No Brasil a produgdo concentra-se na regido Sudeste, enquanto no Nordeste, é
cultivado basicamente por pequenos e médios produtores, no entanto, devido o incentivo da
producio de 6leo para o biodiesel a cultura se encontra em larga expansdo (BELTRAO, 2011;
GRACIANO, 2009).

O amendoim pode ser cultivado em varios ambientes, contudo, o maior rendimento
serd em funcdo das interacGes entre temperatura, disponibilidade hidrica e as caracteristicas da
cultivar (BOLONHEZI et al., 2005). A cultivar BR-1, por exemplo, obtida pela Embrapa
Algoddo em 1994, a partir dos gendtipos CNPA 95 AM, CNPA 96 AM e Sapé Roxo, esta
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entre as cultivares aptas para producgdo e comercializa¢do no Pais, pois, além de ser precoce e
produtiva, é altamente adaptada ao Nordeste brasileiro (SANTOS et al., 2005).

3.2 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos ou o cultivo in vitro de plantas, é uma técnica que visa a obtencéo
de uma nova planta a partir de fragmentos de tecido cultivado em um ambiente estéril e
controlado. O principio basico deste processo € a totipotencialidade das células, ou seja,
qualquer parte da planta, a qual é chamada explante, contém toda a informacdo necessaria
para regeneracdo de uma planta completa (ALMEIDA, 2007; CARVALHO; VIDAL, 2003;
PAIS, 2003; RAVEN et al., 2001).

Na cultura in vitro, a regeneracdo de plantas pode ocorrer por organogénese ou
morfogénese. O primeiro processo envolve varias etapas das quais se deve assimilar a
formacdo de meristemas caulinares, multiplicacdo e desenvolvimento e, ap6s, enraizamento e
aclimatizacdo. Ja a morfogénese, embriogénese somatica ou gamética e formacao de ndédulos,
engloba a inducdo e multiplicacdo das células competentes, originando embrifes
organogénicos (PAIS, 2003).

De acordo com Lemos (2003) as vantagens dessas técnicas, sd0 a micropropagacao em
massa, multiplicacdo rapida de genotipos superiores, limpeza clonal, producdo de sementes

artificiais, clonagem de genes, conservacao e intercambio de germoplasma.

No entanto, a capacidade de desenvolvimento organizado em plantas, depende da
escolha do explante, do meio de cultura e do controle do ambiente fisico (PAIS, 2003). Entre
0s meios de cultura, se destaca 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), desenvolvido a partir
de testes de suplementacdo do meio de White com extratos de folha de fumo, hoje ele
utilizado na cultura de diversas espécies (CALDAS; PADMAJA; FERREIRA et al., 1998).

Os meios de cultura sdo geralmente compostos por macronutrientes (nitrogénio,
potassio, ferro, calcio, fosforo e magnésio), micronutrientes (cobre, zinco, cloro, iodo,
cobalto, niquel, aluminio, boro, manganés, molibdénio), suplemento de ferro, vitaminas
(biotina, tiamina, mio-inositol), a4gua e fontes de carbono (glicose, sacarose, agucar)
(BARRUETO CID, 2010; GOLLE, 2010).

Quando necessario, podera ser adicionado ao meio os reguladores de crescimento e/ou
geleificantes como o agar (polissacarideo extraido de algas marinhas) e o phytagel (gomas

produzidas por certas bactérias). Os principais reguladores de crescimento utilizados s&o
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auxinas, frequentemente usadas na inducdo de calos e no enraizamento; as citocininas, que
sdo promotoras da divisdo celular; e as giberelinas, responsaveis, principalmente, pelo
alongamento de caules (BARRUETO CID, 2010; GOLLE, 2010; MATSUMOTO, 2000).

Quanto a cultura in vitro de espécies oleaginosas, entre elas o0 amendoim, trabalhos
vém sendo realizados com o objetivo de otimizar protocolos de organogénese e morfogénese
(CARVALHO, et al.,, 2008; OZIAS-AKINS, et al.,, 1992; RIBEIRO, et al., 2010). Na
Embrapa Algodéo, Furtado et al. (2003) induziram o superbrotamento de amendoim, cultivar
BR-1, e observaram a regeneracdo de plantulas, determinado assim, o melhor meio nutritivo

para estes processos na espécie.

3.3 Embriogénese somatica

A embriogénese somatica € um tipo particular de regeneracdo de plantas a partir de
células ou estruturas somaticas, tais como: embrides imaturos ou maturos, explantes de
diferentes 6rgdos da planta, protoplastos e células em suspensdo. Estes explantes, ap0s
tratamento adequado e selecdo de um meio de cultura apropriado, originam estruturas
idénticas a embrides gaméticos, passando por fases idénticas de globular, cordiforme, torpedo
e cotiledonar (PAIS, 2003; SANTOS, 2010).

Segundo Zimmermannn (2010), o &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é o principal
e mais eficiente regulador de crescimento a ser adicionado no meio de cultura como indutor
de embriogénese somaética. Ressalta-se ainda a importancia de citocininas, como a 6-

benzilaminopurina e thidiazuron, combinadas ou seguidas com auxinas.

Em se tratando da aquisi¢do de competéncia embriogénica, de acordo com Pais (2003)
ela esta relacionada com o estabelecimento de gradientes i0nicos e a deposicdo de calose e
cutina em torno de células especificas que, na sequéncia de um estresse, sdo induzidas
embriogénicamente. Dessa forma, independentemente dos fatores que regulam a expressao de
competéncia, a embriogénese somatica podera ser direta, quando os embrides obtidos se
formam diretamente a partir do explante utilizado sem passar pela fase de calogénese, ou
indireta, quando a partir do explante inicial se forma um calo, onde algumas células séo

induzidas embriogénicamente.

S&0 inUmeras as espécies em que foi possivel induzir embriogénese somaética, no
entanto, apesar dos registros de alguns avancos no conhecimento sobre os fatores
responsaveis pelo processo embriogénico, pouco se conhece sobre aquisi¢do de competéncia

(PAIS, 2003). Sabe-se por sua vez que na maioria das espécies vegetais estudadas, esse
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processo depende da capacidade de a célula reprogramar a sua expressdo génica para entdo
assumirem diferentes mudangas estruturais semelhantes aos embrides zigoticos, em meios de
cultivo sob as condicdes in vitro (ZIMMERMANNN, 2010).

Sendo assim, segundo Carvalho e Vidal (2003) e Pais (2003) a obtencédo de protocolo
para multiplicagdo do amendoim por embriogénese somatica ira contribuir com estudos sobre
a aquisicdo de competéncia embriogénica na especie, e, além disso, possibilitara viabilizacéo
dos processos de transformacéo e recuperacdao dos acessos do Banco Ativo de Germoplasma

(BAG), e 0 armazenamento de propagulos por um longo prazo através da criopreservacao

Guerra et al. (1999) e Hogberg et al. (1998) mencionam ainda que a partir das técnicas
de embriogénese somaética é possivel obter uma grande quantidade de propagulos de forma
sincronizada. Além disso, ha possibilidade de um alto grau de automatizacdo do sistema,
permitindo baixar o custo efetivo da producdo em larga escala de plantulas por embriogénese

somatica. E possivel também utilizar as culturas para o isolamento e fusio de protoplastos.

3.4 Analise protedmica

O proteoma refere-se ao conjunto de proteinas expressas pelo genoma de um
organismo num dado momento ou condi¢do (DIAS, 2000; LANCAS, et al., 2003). Neste
contexto, a protebmica é uma area da ciéncia que tem como objetivo a identificacdo de
diferengas quantitativas e qualitativas do proteoma de tecidos ou células (BISCH, 2004). De
acordo com Lancas et al., (2003) o primeiro desafio do projeto proteoma é identificar todas as
proteinas que atuam em uma célula, tecido ou 6rgdo no estado normal, e depois suas variacoes

em diferentes situac@es fisioldgicas ou patoldgicas.

Na literatura sdo encontrados estudos protedmicos das espécies vegetais, tais como
Ocotea catharinensis MEZ. (DIAS et al., 2010), Arabidopsis thaliana L. (BAGINSKY:;
GRUISSEM, 2006), Theobroma cacao L. (ARGOUT, et al., 2011) e Mangifera indica L.
(ANDRADE, 2011). Estas pesquisas tém demonstrado grande importancia para viabilizar a
cultura de tecidos de plantas, principalmente no estudo e controle dos processos de

embriogénese somatica.

Em geral, os trabalhos em protebmica em plantas utiliza principalmente a eletroforese
bidimensional (2-DE) em gel de poliacrilamida e a espectrometria de massa (MS/MS). No
entanto, a analise por cromatografia liquida combinada com a MS/MS emerge como
promissora nas pesquisas atuais (BISCH, 2004). Outras ferramentas analiticas também s&o

mencionadas na literatura como promissoras na analise de proteoma, sementes, embries
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somaticos e ceélulas individuais, tais como: Infravermelho por transformada de Fourier
(YANG; YEN, 2002; WOLKERS, et al., 1999), microespectroscopia no infravermelho
préximo, microespectroscopia de fluorescéncia e Ressonancia Magnética Nuclear (BAIANU,
et al., 2003) e espectroscopia no infravermelho proximo (BAIANU, et al., 2011; JUN GUO;
PRISECARU 2011).

Apesar dos avangos das técnicas e ferramentas analiticas para analise proteémica, de
acordo com Salvato e Carvalho (2010) ainda é necessario um controle experimental rigido, e
uma visdo ampla para associar resultados a bioinformatica e a estatistica. Assim, a
protedmica pode expandir uma gama de informagdes bioldgicas, permitindo entender aspectos
fundamentais da biologia de plantas e, gerar no futuro um evidente impacto nas praticas

agrondmicas.

3.5 Espectroscopia no infravermelho proximo

A espectroscopia é a ciéncia que estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
matéria, permitindo a obtencdo de informacGes sobre o seu comportamento microscépico
(BRUICE, 2006; SKOOG, et al., 2007).

De acordo com SKOOG, et al. (2007) os métodos espectroscopicos sdo classificados
de acordo com a regido do espectro eletromagnético (Figura 1) envolvida na medida,
incluindo os raios vy, os raios y, ultravioleta (UV), visivel, infravermelha, micro-ondas e

radiofrequéncia.

Raios Wieliesss Raios X Ulra ' Infra Micro Ondas
cosmicos g violeta | vermelho ondas de radio
o
i

_Préximo, Médio \_Dis’rcn’re}
14000 4000 400 4
Z (Cm’l)
Figura 2. Espectro eletromagnético.
Fonte: Souza, N. R. Ilha Solteira, SP, 2005.

A regido espectral do infravermelho préximo (NIR, do inglés near infrared) estende-
se desde o final da regido visivel de maior comprimento de onda em cerca de 770 nm até
2500 nm  (13.000 a 4000 cm™). As bandas de absorcdo nesta regido sdo sobretons ou
combinagOes de vibragGes fundamentais de estiramento que ocorrem na regido de 3000 a
1700 cm™. As ligacBes envolvidas geralmente séo C-H, N-H e O-H (HOLLER, 2009).
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Os mais importantes usos do NIR sdo em determinagdes quantitativas, de umidade,
proteinas, hidrocarbonetos de baixa massa molar, gorduras, celulose e amido em produtos de
industrias agricolas, alimenticias, petroliferas e quimicas (VOGEL, 2002; HOLLER, 2009).

Dentre as vantagens dessa técnica pode-se citar: permite a analise ndo destrutiva das
amostras, 0 que é importante, pois quanto mais tratamento a amostra sofrer, antes de obter
uma resposta final, maior serd a introducdo de erros na anélise; possui sistemas Oticos
facilmente disponiveis, detectores eficientes, simplicidade relativa na instrumentacéo, e o fato
de quase todos os compostos organicos absorvem nesta regido; além da habilidade de extrair
informagdes quantitativas, quimicamente significativas, via uso de técnicas estatisticas
multivariadas (CAMOLESI, 2009).

3.6 Quimiometria

A quimiometria é definida como uma disciplina que utiliza métodos matematicos e
estatisticos para extrair o maximo de informacGes relevantes de dados quimicos de natureza
multivariada, obtidos a partir de diferentes técnicas instrumentais (FERREIRA et al., 1999;
PEREIRA, 2007). Segundo Costa Filho et al. (2002) a quimiometria pode ser considerada
como uma das principais contribuicdes para a difusdo da espectroscopia NIR como uma
poderosa ferramenta de andlise qualitativas e quantitativas.

No entanto, de acordo com Brereton et al. (2003) e Dantas et al. (2010) antes de
qualquer manipulacdo quimiométrica, é necessario realizar um pré-processamento nos dados,
com o objetivo de remover ou reduzir variacdes aleatorias e sistematicas, desvios na linha de
base e ruidos instrumentais, a fim de preparar os dados para aplicacdes de técnicas de

modelagem quimiométrica.
Os métodos quimiométricos podem ser agrupados nas trés classes a seguir:

e Planejamento e otimizagéo experimental;
e Desenvolvimento de modelos de calibracdo multivariada;
e Construcdo de modelos de andlise exploratoria, reconhecimento de padrdo (RP) e

classificacéo.

Entre as técnicas de RP, a Anélise de Componentes Principais (PCA) é utilizada para
examinar similaridades ou diferengas entre amostras, bem como para identificar a formagéo

de padrdes no espaco multidimensional (DANTAS, 2010).
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A PCA consiste na manipulacdo matemética da matriz de dados para representar as
diferencas presentes em muitas varidveis através de um nimero menor de fatores, preservando
0 maximo de informacdo (CORREIA et al, 2007; DANTAS, 2010). Isso é possivel pela
combinacéo linear das variaveis originais, constituindo um novo sistema de eixos ortogonais
entre si, denominados componentes principais (PC), fatores ou variaveis latentes (FERREIRA
et al, 1999).

As coordenadas das amostras no novo sistema de eixos dos PC’s sdo chamadas de
escores, e a contribuicdo que cada variavel original exerce sobre determinado PC ¢é
denominada peso (loading), que pode ser definida como o cosseno do angulo entre o eixo da
variavel e o eixo da PC (FERREIRA et al, 1999; DANTAS, 2010).

Assim, cada amostra passa a ser representada por um ponto no espaco
multidimensional, do qual €é possivel extrair informacfes sobre a mesma e sobre
agrupamentos ou classes que apresentem caracteristicas semelhantes (DANTAS, 2010;
NASCIMENTO, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e periodo de realizacdo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Cultivo de Tecidos e Laboratdrio
Avangado de Tecnologia Quimica (LATEQ) da Embrapa Algoddo, em Campina Grande, PB,
no periodo de agosto de 2011 a junho de 2012.

4.2 Material vegetal e assepsia

Foram utilizadas sementes de amendoim (cultivar BR-1) provenientes do municipio de
Paudalho, Pernambuco. Foram considerados como fonte de explantes embrides zigéticos, 0s
quais foram separados das sementes e desinfestados em solucdo de hipoclorito de sédio, a
0,25% de cloro ativo, adicionada com duas gotas de tween-20 para cada 100 mL de solucéo.
Para retirar o excesso da solugdo as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada

esterilizada.

4.3 Meio de cultura e inducédo da embriogénese somatica

Na cdmara de fluxo laminar e com o auxilio de instrumentos cirurgicos previamente
esterilizados, os explantes foram induzidos em placas de Petri contendo meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com vitamina do meio B5 (GAMBORG,;
MILLER; OJIMA, 1968) e 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) conforme os tratamentos (Tabela
1). Foi adicionado ao meio 3% de sacarose, 0,25% de gelrite, e o pH foi ajustado para 5,7
antes da autoclavagem, a 120°C durante 20 minutos. Apés a inducdo os explantes foram
transferidos para sala de crescimento e mantidos no escuro a 25+2°C.

Tabela 1. Concentra¢des do 2,4-D utilizadas. Campina Grande, 2012.

Tratamentos 2,4-Dmg.L"?
TO 0,0
T1 10
T2 20
T3 30
T4 40

Foram realizadas 10 repeticdes, tendo como unidade experimental uma placa de Petri

com 10 explantes, considerando um delineamento experimental inteiramente casualizado com
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cinco concentragdes. A avaliacdo foi realizada aos 30 dias de cultivo com auxilio de uma lupa

30x21mm, mensurando como variavel o nimero de embriGes somaticos por explante (NES).

4.4 Regeneracgéo

Apos a avaliacdo, os embrides somaticos foram subcultivados em meio MS sem
regulador de crescimento e mantidos no escuro a 25+2°C por 30 dias para o desenvolvimento
dos embrides somaticos. Apds o periodo, os embrides somaticos (ES) foram separados em
condicdes assépticas e inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio %2 MS, e
mantidos 72 horas no escuro, e em seguida, transferidos para fotoperiodo de 16 h de luz e

intensidade luminosa de 30 pmol m%s™.

4.5 Aclimatizacéo e transplante para casa de vegetacao

As plantulas regeneradas foram cuidadosamente removidas dos tubos de ensaio,
lavadas em &gua corrente e aclimatizadas em copos de polipropileno contendo turfa e
vermiculita numa proporcdo de 2:1 previamente esterilizada. Logo apds, as plantulas foram
cobertas com copos plasticos borrifados com agua destilada para manter a umidade. As
condicBes de temperatura e luminosidade foram as mesmas da regeneracdo. A cobertura foi
retirada gradativamente, até sua completa remocéao. Depois da aclimatizacdo, as plantas foram
levadas para a casa de vegetacao para completar seu ciclo.

4.6 AplicacOes da espectroscopia NIR

Os procedimentos metodoldgicos da analise dos perfis proteicos e de componentes
principais no NIR estdo ilustrados na figura 3. Todas as amostras foram analisadas de
maneira ndo destrutiva usando medidas de reflectancia na regido de 400 a 2500 nm com
espectrometro VIS-NIR modelo XDS Analyser (Figura 3A).

Inicialmente foram realizadas medidas espectroscopicas nas sementes de amendoim
in natura (Figura 3B) e nos embrides zigoticos (Figura 3C) antes da inducdo. Logo apds, 0s
explantes foram desinfestados e inoculados em placas de Petri com meio MS conforme os

tratamentos mencionados na tabela 1.

Aos 30 dias de cultivo quando se observou os embrides somaticos nos explantes,
foram realizadas medidas de refletancia (Figura 3D), obtendo-se espectros de 6 repeticdes
auténticas por tratamento. Em cada célula (3E) foram postos 15 explantes contendo embrides

somaticos em desenvolvimento.
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Foram analisados os explantes induzidos em meio MS, sem regulador de crescimento,
e suplementado com 30 mg.L™, sendo analisados os espectros dos embrifes somaticos aos 30,
40 e 50 dias de cultivo.

Figura 3. Analise dos perfis proteicos e de componentes principais
no NIR: (A) Andlise dos embriGes somaticos de amendoim no
espectrometro  XDS Analyser; (B) célula com sementes, (C)
embrides zigoticos, (D) e com embrifes somaticos de amendoim;
(E) célula preparada para analise no NIR.

Foto: A. M. M. Alves. Campina Grande, 2012.

4.7 Analises estatisticas

4.7.1 Embriogénese somatica

Os dados foram transformados pela funcéo Jx+1 e submetidos & analise de variancia,
sendo os dados do tratamento quantitativo (concentracbes do 2,4-D) submetidos a analise de
regressao polinomial. Para o processamento dos dados, foi utilizado o software Statistical
Analysis System versdo 9.2 (SAS\STAT, 2009).
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4.7.2 Quimiometria

Os espectros brutos foram pré-processados em primeira e segunda derivada, utilizando
o0 algoritmo proposto por Savitzky e Golay (1964), janela de 11 pontos, e ajustados por
polindbmio de segunda ordem para correcdo de linha de base e efeito de espalhamento de

radiacgéo.

A regido entre 1100 a 2500 nm foi selecionada para analise de componentes principais
(PCA) de todos os grupos analisados, 0s quais as variaveis constituem-se dos comprimentos
de onda, e a resposta destas, sdo os valores de reflectancia para as regides de 1300 a 1500 nm
e 2100 a 2300 nm, que foram selecionadas para analises exploratdrias, por serem atribuidas a
presenca de ligacdes N—H das proteinas.

Utilizou-se como ferramenta para a modelagem, o programa estatistico The
Unscrambler®, na versdo 9.8. Os modelos se basearam na aplicacdo da técnica de PCA como
uma estratégia para observacdo da existéncia de formacao de agrupamentos e de padréo, para
as amostras e tratamentos estudados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os embrides zigoticos foram induzidos em meio MS (Figura 4A), e apés 30 dias de
cultivo, observou-se embriogénese somatica direta em amendoim, a partir das diferentes
concentragdes do 2,4-D. Como pode ser observado na figura 4B, o meio MS sem regulador de
crescimento ndo proporcionou a embriogénese somatica, 0 que vem a corroborar com
Zimmermannn (2010) que menciona a importancia primordial dos reguladores na inducéo de
ES.

A andlise da variancia, tabela 2, refere-se ao numero de embriGes somaticos (NES) em
amendoim, verifica-se que houve diferencas significativas a 5% de probabilidade pelo teste F,
para o fator quantitativo estudado, bem como para os padrbées de comportamento linear e

quadratico.

Tabela 2. Resumo da anélise de variancia referente ao nimero de embrides
somaticos em amendoim 30 dias ap6s o cultivo em meio MS suplementado
com diferentes concentracfes do 2,4-D. Campina Grande-PB, 2012.

F.V. G.L. Quadrados médios
Concentragéo 4 2,37**
Regressdo Linear 1 8,082**
Regressdo Quadratica 1 1,355**
Desvio de Regresso 2 0,1022"°
Erro 45 0,168
CV% 23,42

** Significativo (P < 0,01) pelo Teste F.
NS Nio significativo (P > 0,05).

Na figura 4, observa-se 0 padrdo de comportamento polinomial quadratico para NES.
Verifica-se que foi obtida uma concentracdo maxima de 34,4 mg.L™ do 2,4-D para obter-se

em média 2,14 embriGes somaticos por explante.

Resultados semelhantes foram obtidos por Campos et al., (2009), em estudo sobre a
embriogénese somatica em Pennisetum sp., constataram comportamento quadratico nos
percentuais de calo embriogénico, quando ao meio foi adicionado concentracGes gradativas
(1-3 mg.L™) do 2,4-D.
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Figura 4. Efeito concentra¢des das concentrag¢fes do 2,4-D, no
namero de ES de amendoim. Campina Grande, 2012.

Na tabela 3, observam-se os valores médios referentes ao NES provenientes das
diferentes concentragdes do 2,4-D, constatando-se menor e maior NES ao se utilizar 10 e 30
mg.L™ (Figura 4C e E), respectivamente.

Tabela 3. Valores médios referentes a varidvel ndmero de embries

somaticos (MNES) em amendoim, 30 dias apds o cultivo em meio MS
suplementado com diferentes concentra¢fes do 2,4-D. Campina Grande-PB,

2012.
2,4-D (mg.L™) MNES®

0,0 1,000

10 1,538

20 1,932

30 2,177

40 2,102

! Transformados em +/x+1

O 2,4-D é um agente indutor muito utilizado, pois induz genes responsaveis pela
sinalizacdo do processo de embriogénese somatica (ZIMMERMANNN, 2010). Bhanumathi
et al. (2005) também observaram que concentragdes entre 10-45 mg.L™ do 2,4-D induzem a
embriogénese somatica em amendoim, no entanto, o picloram 27,5 mg.L™ mostrou melhor
resposta para a inducgéo direta de ES. Enquanto que, Venkatesh et al., (2009) constataram que
0 2,4-D favoreceu a melhor resposta para embriogénese somatica em amendoim, em

comparacédo ao picloram.

Como pode ser observado na figura 4, o tratamento utilizado interferiu no aspecto dos
ES. Na figura 5C e F, observa-se que a menor e a maior concentracdo do 2,4-D ocasionaram
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oxidagédo, o que contrapGe Barrueto Cid e Teixeira (2010) que cita evidencias de que altas
concentragOes do 2,4-D no meio de cultura reduz a oxidagéo dos explantes.

Ao ser utilizadas concentragdes intermediarias (Figura 4D e E), os ES apresentaram-se
brancos e transparentes, em coformidade com os trabalhos consultados que os descrevem com
estruturas brancas (GANESAN; JAYABALAN, 2004; BHANUMATHI et al., 2005.

Y
B\

. [ N D =" Gl El '. o
Figura 5. Embriogénese somatica em amendoim: (A) Embrides
zigoticos de amendoim recém inoculados em meio MS com 2,4-D;
(B) aspecto dos explantes cultivados em meio MS sem regulador de
crescimento; (C, D, E, F) embriGes somaticos provenientes do cultivo
com 10, 20, 30 e 40 mg.L™ do 2,4-D, respectivamente.

Foto: A. M. M. Alves. Campina Grande, 2012.

Apbs o desenvolvimento dos ES em meio MS sem regulador de crescimento, as
plantulas foram regeneradas em % MS (Figura 5A), possibilitando assim, a aclimatizacao
(Figura 5B) e transplante para casa de vegetacao (Figura 5C), com a finalidade de completar o

crescimento e desenvolvimento (Figura 5D).

Estas etapas sdo extremamente importantes, pois € possivel observar se o
desenvolvimento dos embrifes serd de forma sincronizada, se havera deformacgfes e/ou
precocidade (JUNQUEIRA, et al., 2001). Além disso, a possibilidade de estudar as plantas
regeneradas em casa de vegetacdo é fundamental, pois assim, observa-se sua adaptagdo ao
ambiente ex vitro e seu ciclo reprodutivo, bem como fendmenos epigenético ou variacdo
somoclonal (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010; JUNQUEIRA, et al., 2001).

Segundo Gratapaglia e Machado (1990), a aclimatizacdo € um processo decisivo na
micropropagacao, pois neste momento a planta vai passar por varias modificacbes nas
condicGes fisioldgicas, tais como: troca de um ambiente de baixa transpiracdo para outro com

variacdo na taxa de transpiracdo; mudanca de heterotrofia para autotrofia.
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Figura 6. Desenvolvimento das plantulas provenientes da ES em
amendoim: (A) Plantula em meio de regeneracdo; (B) plantula
aclimatizada; (C) transplantada para casa de vegetacéo e (D) primeira
floracéo.

Foto: A. M. M. Alves. Campina Grande, 2012.

Com relacdo as andlises no NIR, na figura 7 observa-se 0s espectros brutos originados
da analise das sementes in natura de amendoim, dos embrides zigéticos(EZ) isolados, antes
da inducdo no meio de cultura, separa-se muito bem dos embrides somaticos (ES)
provenientes do meio MS suplementado com as diferentes concentracdes do 2,4-D. Dessa
forma, a regido analisada (400 a 2500 nm), permitem uma facil distincdo dos espectros

obtidos a partir das amostras estudadas.
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Figura 7. Espectros de reflectancia no NIR (400 a 2500 nm),
obtidos da analise de sementes, embriBes zigoticos e embrides
somaticos de amendoim provenientes do meio MS
suplementado com diferentes concentragBes do 2,4-D, 30 dias
apos o cultivo. Campina Grande, 2012.

Observam-se na figura 8, os espectros derivados na regido de 400 a 2500 nm obtidos
do pré-processamento dos dados obtidos na andlise das sementes, EZ ¢ ES de amendoim
provenientes do meio MS suplementado com diferentes concentra¢des do 2,4-D. Verifica-se
que, com o pré-processamento, foi possivel evidenciar as diferencas entre as classes das
amostras em regides especificas de absorcao.
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Figura 8. Espectros derivativos (na regido de 400 a 2500 nm)
obtidos do pré-processamento dos dados das amostras de
sementes, embrides zigoticos e embrides somaéticos de
amendoim provenientes do meio MS suplementado com
diferentes concentragcBes do 2,4-D, 30 dias apds o cultivo.
Campina Grande, 2012.
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Na figura 9 observa-se os escores do PC1 x PC2, e a variancia explicada nesta analise

foi de 98% havendo uma separacdo das sementes, dos EZ e ES provenientes dos tratamentos

(T) com 2,4-D. Os agrupamentos arranjados pelas sementes, EZ, T3 e T4 foram mais bem

definidos, enquanto que os T1 e T2 apresentaram-se mais espalhados, o0 que representa uma

variacdo na composicdo quimica dessa amostras (FERRARI, 2004).
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Figura 9. Escores do PC1 x PC2 (nha regido 1100 a 2500)
aplicado ao conjunto das amostras de sementes, embrides
zigdticos e embrides somaticos de amendoim provenientes do
meio MS suplementado com diferentes concentracfes do 2,4-D,

30 dias ap6s o cultivo. Campina Grande, 2012.

Os escores do PC1 x PC2 nas regifes espectrais de 1300 a 1500 nm e de 2100 a 2300

nm estdo representados na figura 10, sendo possivel observar agrupamentos bem definidos

pelas sementes, EZ e ES provenientes do T3 e T4, em comparacdo ao Tl e T2, que

apresentam-se mais espalhados nessa regido do espectro. Nessa analise ocorreu uma

separacdo de 99% da variancia explicada. A regido espectral selecionada, segundo Ferrari

(2004), é uma regido de determinagdo de proteina, pois, atribui-se a presenca de ligagdes entre
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nitrogénio e hidrogénio (N — H), assim algumas amostras sdo bem diferenciadas tanto pela
umidade, como também pelos valores de proteina total. Os dados demonstram também que
aos 30 dias de cultivo, que o tratamento mais semelhante ao explante (EZ) é o T2, enquanto o

mais distinto é o T1.
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Figura 10. Escores do PC1 x PC2 (na regido de 1300 a 1500
nm e 2100 a 2300 nm) aplicado ao conjunto das amostras de
sementes, embrifes zig6ticos e embrides somaticos de
amendoim provenientes do meio MS suplementado com
diferentes concentragdes do 2,4-D, 30 dias apds o cultivo.
Campina Grande, 2012.

Na figura 11, observa-se 0s espectros brutos de EZ de amendoim antes e apds indu¢éo
em meio MS sem regulador de crescimento e de ES provenientes de meio MS suplementado
com 30 mg.L™ do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de cultivo. Os espectros obtidos também

permitem uma facil distincdo entre os EZ, em comparacdo as amostras com o meio de cultura.
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Figura 11. Espectros de reflectancia no NIR (400 a 2500 nm),
obtidos da anélise de embriBes zig6ticos de amendoim antes e
apos inducdo em meio MS sem regulador de crescimento, e de
embrides somaticos provenientes de meio MS suplementado
com 30 mg.L™" do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de cultivo.
Campina Grande, 2012.

Espectros derivativos na regido de 400 a 2500 nm obtidos do pré-processamento dos

dados da analise de EZ de amendoim antes e ap6s inducdo em meio MS, sem regulador de
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crescimento, e de ES provenientes de meio MS suplementado com 30 mg.L™ do 2,4-D aos 30,

40 e 50 dias de cultivo encontram-se na figura 12, e também evidencia as diferencas entre as

amostras em regides especificas.
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Figura 12. Espectros derivativos (ha regido de 400 a 2500 nm)
obtidos do pré-processamento dos dados das amostras de
embrides zig6ticos de amendoim antes e apds inducdo em meio
MS sem regulador de crescimento, e de embrides somaticos
provenientes de meio MS suplementado com 30 mg.L™ do 2,4-D

Comprimentode onda

aos 30, 40 e 50 dias de cultivo. Campina Grande, 2012.

A aplicacdo da analise de componentes principais (PCA), a matriz dos espectros

resultou nos escores apresentado na figura 13. A PC1 x PC2 descrevem 98% da variancia

explicada dos dados. Observa-se que ocorreu agrupamentos determinados pelo tempo de
inducdo (30, 40 e 50 dias) em meio MS, suplementado com 30 mg.L* do 2,4-D em
comparacdo com os EZ. As amostras mais homogéneas foram obtidas nos estadios iniciais

dos ES, ou seja, aos 30 dias de cultivo. Enquanto que, os agrupamentos das amostras sem ES

(TO) foram pouco definidos.
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Figura 13. Escores do PC1 x PC2 (na regido 1100 a 2500)
aplicado ao conjunto das amostras de embrides zigdticos de
amendoim antes e ap6s indugdo em meio MS sem regulador de
crescimento, e de embrides somaticos provenientes de meio MS
suplementado com 30 mg.L™ do 2,4-D aos 30, 40 e 50 dias de
cultivo. Campina Grande, 2012.
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Na figura 14, encontra-se os escores do PC1 x PC2 nas regifes espectrais 1300 a 1500
nm e 2100 a 2300 nm, também sendo possivel observar agrupamentos definidos pelos EZ, e
ES com diferentes dias de cultivo. A variancia explicada nesta analise foi de 98%. A partir
desta andlise € possivel observar que aos 30 dias de cultivo, os ES sdo mais semelhantes aos
EZ. Dessa maneira observa-se uma relagéo entre o proteoma de ES em fase iniciais e os EZ.

Constata-se também uma expressao diferencial ao longo do desenvolvimento dos ES.
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Figura 14. Escores do PC1 x PC2 (nha regido de 1300 a 1500
nm e 2100 a 2300 nm) aplicado ao conjunto das amostras de
embrides zig6ticos de amendoim antes e ap6s inducdo em meio
MS sem regulador de crescimento, e de embrifes somaticos
provenientes de meio MS suplementado com 30 mg.L™ do 2,4-
D aos 30, 40 e 50 dias de cultivo. Campina Grande, 2012.

Com base nos gréaficos de PCA, obteve-se uma separacdo dos grupos analisados, dessa
forma os dados vem a corroborar com as informacfes de que em diferentes estagios da
embriogénese somatica ocorre uma variagcdo na expressdo de genes, e junto a sintese de novas
proteinas. Pode ocorrer também a eliminacdo de alguns polipeptidios de estagios anteriores,
0s quais no momento séo desnecessarios (ZIMMERMANN, 2010).

Moraes (2006) estudou a relacdo entre as proteinas expressas e 0s estadios de
desenvolvimento de ES de Ocotea catharinensis MEZ., bem como, entre 0 meio de cultura
utilizado, através da técnica de eletroforese bidimensional (2-DE), e constatou que ha uma
expressao conservativa do proteoma ao longo do desenvolvimento dos ES. Dessa forma, as
caracteristicas que diferenciam cada estadio do ES sdo provavelmente consequéncia da
expressao diferencial de um ndmero limitado de proteinas, muitas vezes nao detectaveis por
2-DE.

O uso do NIR, no presente estudo também permitiu uma visdo geral do proteoma em

amendoim, mostrando a influéncia entre a escolha do meio de cultura e os espectro obtidos na
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andlise dos ES, e podera emergir como uma estratégia para auxiliar estudos que visem a
compreensdo dos fatores associados a embriogénese somatica, e a identificacdo de proteinas

através da cromatografia liquida acoplada a MS/MS, para entdo associar 0s genes envolvidos.

A estratégia de se utilizar o NIR nas anélises de proteoma em amendoim, também se
mostrou eficiente por apresentar um menor custo, serem simples e rapidas, e a nédo
necessidade de destruir as amostras, o que dispensa do uso de reagentes, muitas vezes
prejudiciais para saude, além disso, ndo gera residuos que provocam danos ao meio ambiente
(VILAR et al., 2011).
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6. CONCLUSOES

Com a realizacdo desta pesquisa, nas condicdes do ensaio, foi possivel concluir que:

e O 24-diclorofenoxiacético (2,4-D) induz a embriogénese somatica em amendoim,

sendo a melhor de 34,4 mg.L'l;

e A espectroscopia no infravermelho proximo permite a analise protedbmica em

sementes, embribes zigdticos e embrides soméaticos de amendoim;

e A faixa espectral de 1100 a 2500 dos espectros pré-processados é representativa para

comparagdo das amostras;

e A regido de 1300 a 1500 nm e 2100 a 2300 nm é representativa para observacdo do

perfil proteico.
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