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(8) Catu, (9) Bicso de Ouro, (190) Far
tura, (11) Roxote= e (12) Mulatinho ..

Raspostas de cresscimento de apices
meristematicos de= Phaseolus vulgaris
cultivades em mef.o B5 com 6-BA (0,5
uM). Leitura apbss 45 dias de cultura
sob luz: (13) Rossinha, (14) Sujo ,
{15) Coco Blanch® , (16) Hep-2, {17)
Palmital Precoce, {(18) 60-Dias, {19}
N-203, (20) Juless, (21) Cavalo Xaxim,
{22) Red Kloud, € 23) Brasil e (24)

Copinha Manteigae. ....iecevceenannon.
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FIGURA 25 - Respostas de crescimento de &pices

FIGURA 26 -

FIGURA 27

meristematicoes de Phaseolus vulga
ris cultivados em meio B5 com 6-Ba
(0,5 uM). Lei tuxa apds 45 dias de
cultura sob lwuz : (25) Sacavem, (26)
Linea-17, (27 ) < Gold Korrel, (28y
Tupi, (29) Actorean, (30) Rapé, (31)
73 vul, (32) Ba=/0 e (33) Mamoninha.

Formacao de geemazs adventicias malei
pPlas e desenvenrl=rimento de plintulas
de Phaseolus wouZgaris cv. Palmital
Precoce, a part-ir de cultura de _é.p}‘_
Ces meristemat-=icros. (A} Crescimento
de calos, indug&Eo do desenvolvimen-
to de gemas advesnticias, desenvolvi
mento de gema arzical e diferencia
¢ao de raizes durante cultura secun
daria (meio seem RC) de acordo com
diferentes tra tamentos de RCs du
rante cultura pr imaria (ensaio dia
lélico. (B) Gemaz s em desenvolvimen-—
to apbs quatro s emanas em  cultura
terciaria (note © crescimento assin
cronico das gemna s derivadas da cul
tura de um Gnizco sub-meristemal. (C)
Desenvolvimentes <le uma planta de
feijao de 12 se=manas de idade, de
rivada de gema a<ilventicia, crescen
do em substratco ole areia-verficuli-

te, em lugar soomEobreado na estufa...

Gemas axilares dezsenvolvidas em
n6s cotiledonare=s de plintulas de
Phaseolus vulgerz-s cv. Puebla-153 ,
apds 18 dias de= c=ultura dos seqmen

tos nodais,.... « St e e e r e
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I. INTRODUCAO

As técnicas de cultura de tecidos enval
vem O isolamento de células, tecidos ou drgdos vegetais e
sua inoculagio em condigdes asssépticas, em meios nutritivos
préprios, sob condices controoladas, com o objetivo de ohter
rapida multiplicagdo de célulaxs e tecidos e completa recupsg
ragao de plantas. Estas cultur-as in vitro wvenm demonstrando
que os processos envolvidos n& diferenciagdo celular, desen
volvimento de meristemas, crezscimento de drgdos e formacao

de plantas inteiras sio semellhantes acs sistemas in vitro.

Recentes pr-ogressos no campo - da  cultura
de células e tecidos veget=is tem tornado esta Area de nes
quisa uma das mais dinamicas = promiscoras en biologia - expe
rimental. Culturas in vitro e stao sendo utilizadas como ins
trumento para o estudo de vari os problemas basicos, nio ape
nas em fisiologia vegetal, biclogia celular e genatica, mas
também na agricultura, silvicw ltura, horticultura e indas

tria.

A obtencao de plantas im vitro pode ocor
rer atraves da cultura de expl antes meristematicos ou nao-
meristematicos. A diferenga en tre estas duas fontes de ex
plantes & que explantes merist emdticos conténm centros orgéni
zados ja definidos para seguir em um padrio de desenvolvimen
to ate a formagao final de pld mtulas. Explantes nio meriste

maticos contdm células possive is de seguirem caminhos alter



- nativos de desenvolvimento. Células nao meristemdticas podem
s rediferenciar in viirc tornamndo-se comprometidas a um desen
volvimento tipico de formaga< de plintletes, via organogéne
: 5e ou embriogénese somitica, quando submetidas a condigoes

zapropiadas de cultura.

O interes=se pelo cultivo de leguminosas
Tem aumentado nestes ﬁltimos.' 20 anos, uma vez gue estas e'sgéw-
- cies fornecem importantes fortes de proteinas vegetais, alem
ae serem responsaveis pelo exiriguecimento do nitrogénio do
-30lo, através de simbiose corm RhZ zobZium spp. Alem disso, a
cultura de tecidos de legumirnosas teria um alto valor para a
_pesquisa agrondmicaz visto a prossibilidade de hibridacio soma
Tica entre espécies leguminossas e ndo leguminosas de grande

-valor agrondmico.

A regenerzicao de plantas tem sido bastan
te dificil entre as leguminossas. Os melhores exemplos de ‘re
generagﬁo estao entre as legzaminosas forrageiras, em compa
racac com as leguninosas de ssemente. Vinte e quatro espécies
de leguminosas foram regeneraadas in vitro até o presente: A
rachis hypogaea, A. villosa, Cajanus cajan, Cicer arietinum,
Crotalaria burhia, C. junceas C. medicagenia, Glyecine canes.
cens, G. tomentella, Indigofezra enneaphylla, Lathyrus sati
vug, Lotus caucasicus, L. cor>niculatus, Medicago sativa, Pha
seolus vulgaris, Pisum sativiem, Psophoearpus tetragonolabus,
Stylosanthes hamata, Trifoliiem alexandrinum, T. incarnatum |,
7

- pratense, T. repens, Trigcenella corniculata, T. foenum -

“graecum. Mo entanto, na maior—ia dos casos, a regenerag?io O



correu em baixa frequéncia, ou foi limitada »21la “onte de ex

plante,

Diferentemente  da maioria das familias
vegetais, pouca generalizacac pode ser feita, com relagao ao
papel dos RCs na regeneragao das leguminosas. A maioria das
leguminosas de semente tem uma maior propensac para a forﬁg
¢ao de raiz do que para a reg eneracao de gemas. A regenera
¢ao de plantas em leguminosas de semente tem sido obtida ou
pela redugao da concentracdo <de auxina ou. pelo aumento da
concentragao de citocinina. A.s exigéncias hormonais sio me

nos especificas para legqumino sas forrageiras.

As gemas p<dem ser enraizadas muito rapi

damente em leguminosas de semente. Em leguminosas forragei

ras a indugao de raizes em geinas desenvolvidas tem sido mais

dificil.

O estabele<imento de suspensdes celulares
a partir de calos ja foi relatado para a maioria das espé~
cies leguminosas estudadas in vitro. Entretanto, descrigao

da sequéncia reversa de céluleas em suspensac para calos e
plantas, metodologia imprescizidivel para os trabalhos de in
dugao de mutantes e selecio, ¥-em sido muito pouco frequen
tes. Apenas para cinco legumiriosas forrageiras tal metodolo
gia foi definida: Lotus'corniczuZatus, Medicago sativa, Trifo

lium alexandrinum, T. pratensez e T. repens.

A recuperacsao de plantas a partir de pro
toplastos fol obtida apenas pzara duas leguminosas {Medicago

sativa e Trifolium repens) ar>esar do frequente usc de proto



plastos de leguminosas em trabalhos de hibridagio somiAtica.

Plantas le guminosas tem sido obtidas a
partir de calos derivados de &Apice meristemitico, hipoecdtilo,
cotilédone, folha, caule, rad Tcula, ovario, embriao, antera,
celulas em suspensdo e protop lastos. Tem sido observado que
a frequéncia e a velocidade da& resposta regenerativa séor in
fluenciadas pela fonte de exp lante e pelo gendtipo. Além dig
to, o aumento da frequéncia regenerativa tem sido obtido pe
la seleg3o para regeneragao. As distintas variagdes genotipi
cas para a regeneragao e a re lativa facilidade com que a se

lecao pode aumentar a fregquéne<ia de regeneracac sugere due,

pelo menos entre as leguminos &xs, a habilidade de recuperar

plantas teria um controle gen<tico.

Em diferen-tes géneros de 1eguminosﬁs, co
mo espécies de GZQcine e ArageF1is, a frequéncia de regenera
¢ao de plantas & maior em esp&cies selvagens do que em plan
tas cultivadas. Se alta frequ&ncia de regeneracao for contro
lada por um nimero limitado de> genes em espécies selvagens,
sera possivel usar o melhoramesnio convencional para transfe

rir a habilidade de regeneragZio para espicies cultivadas.

Em muitos #rabalhos de recuperagaoc de
plantas leguminosas in vitro, nao existe uma descrigao do

processo regenerativo que est& ocorrendo. Muitas vezes a re

cuperagao de plantas a partir de tecidos meristemiticos =~ &
classificada com organogénese .. Estes casos entretanto SA0
exemplos tipicos de desenvolvi.mento e/ou multiplicacao de

centros meristematicos pré-exi.stentes no explante. Por orga



nogénese, entende-se o processo regenerativo a partir de cé
lulas em cultura, gue sob condigoes apropriadas forman indi
viduos de novo, a partir de gemas adventicias. Entre as espe
cies em gue plantas foram recuperadas através da cultura de
tecidos meristematicos encontram-se: Adcacia koa, Cicer arte
tinun, Glycine max, Lotus corniculatus, Phaseolus aureus

>

P. mungo, FPisum sativum, Trifolium pratense e Vieia faba.

Até o presente, a regeneracao em legumino
sas ocorreu via organogEnese. Em duas espécies embriogénese
ocorre concomitantemente com organogénese. Fm T, pratense
embriogénese pode ocorrer dependendo das condigoes de culty
ra. Em M. sativa os dois processos regenerativos parecemn
ocorrer sob condigoes idénticas de cultura. A alta frequén
cia de regeneragao POr organogénese em leguminosas sugere um

controle genético para este processo de diferenciacao.

Para que se possa avaliar o resultado de
unt trabalho em culturé de tecido, visando a regeneracao de
plantas, as frequéncias regenerativas devem ser dadas em ter
mos de nimero de plintletes regenerados por calo ou explan
te, bem como a frequéncia das culturas gue responderan aos
tratamentbs. Em leguminosas muitas vezes a frequénecia regene
rativa & dada apenas sob a forma de "total de pPlantas recupe
radas". Outras vezes, nem s3o fornecidos os niimeros de plan
tas recgperadas das culturas, o gue limita a avaliacao do. su

cesso descrito pelos autores.

Este projeto de pesquisa foi elaborade

visando o desenvolvimento de técnicas de cultura <m viire em



:

Phaseolus vulgaris L;, conm enfase na descric¢ao de uma metodo
logia que permita a diferenciagao de tecidos de feijdo, a fim
de permitir futuras aplicagses em Gengtica e Melhoramento des
ta espécie. A escolha deste material vegetal Jjustifica-se pela
importdncia alimentar , pelas dificuldades de exploragac agri
cola extensiva e pelo peguenc avango metodoldgico das técnicas
in vilro desta espécie. A importancia alimentar do feijdo no
Brasil pode ser avaliada pelo alto consumo per-—capita (25 kg/
hab/anc), pela &rea colhida (3,5 milhdes de hectares/ano) e
pela produgac total anual (2,2 milhdes de toneladas) nestes ul
timos anos (VIEIRA 1978). Existem inlmeros problemas a serem
solucionados para o cultivo extensivo desta espécie, a fim de
garantir uma maior produgao mundial e maior estabilidade das
safras. Esta cultura sofre uma alta incidéncia . de moléstias,
nao permite colheita mecanizada e tem muito pouca resisténcia
a periodos de séca. Até o presente, as té&cnicas de cultu?a de
tecidos vegetais nao permitem a diferenciagido de novas plantas
de feijao, limitandc assim a manipulagéo.genética in vitro des
ta espécie. Mais ainda, sabe-se que os meios e condigoes de
cultura im vitro sac especificos a nivel de cultivares, haven
do portanto necessidade de desenvolvimento metodoldgico para a
cultura de tecidos de cultivares comercialmente importantes pa

ra o Brasil.



II. REVISAC DE LITERATURA

H&a oitenta anos atrfs, em um trabalho, hoje
considerado profético e clissico, o botinico alemio GOTTLIER
- HABERLANDT (1902) discutiu a possibilidade de demonstrar a
totipoténcia de células somiticas através da cultura de teci
dos. O proprio conceito de totipoténcia estava inerente na
Teoria Celular de SCHLEIDEN (1838) e SCHWANN (1839} e foi po
pularizado logo em 1858 por VIRCHOW com seu famoso aforismo
"omnis cellula e cellula" (cada cdlula de uma célula) . Os
primeiros sucessos em cultivar células vegetais foram obti
dos com a cultura continua de raizes in vitro (KOTTE 1822,
ROBBINS 1922, WHITE 1934, 1937, 1939). As primeiras descri
¢oes de cultura prolongada de tecidos nio organizados de ve
getais foram apresentadas independentemente por GAUTHRET
(1939), MNOBECOURT (1937, 1938, 1939) e WHITE {1939). Estas
técnicas foram resumidas nos dois primeircs livros texto S0
bre o assunto, editados por WHITE (1954) e GAUTHRET (1959} .
Dois eventos fundamentais que ocorreram na botfnica experi
mental e na fisiologia vegetal dufante o periodo de 1955 a
1965, levaram & demonstracic da totipotdncia em células de
vegetais superiores. O primeiro foi a descoberta da regula
.géo hormonal no crescimento e formagao de Srgios em vegetais,
por SKOOG & MILLER (1957) e o segundo foi o desenvolvimento
de técnicas experimentais possibilitando a cultura de teci
dos (REINERT 1958a, b, 1959), suspensdes celulares (STEWARD

et al. 1958) e eventualmente células isoladas (VASTL & HILDE



BRANDT 1965a, b, 1967; VASIL & VASIL, 1972) levando & regene
racac de plantas in vitro. Tolos estes trabalhos foram fel
tos com a cultura de tecidos de cenoura (Daucus carota L.) e
de fumo hibrido (VZcotiana taboecum L. x ¥, glutinosa L.). As
mGltiplas aplicagoes das técnicas de cultura de drg3os e cé'
lulas veééﬁéié fi&éfém.ﬁeﬁ deﬁénstradas.apésno.Priméifé | Con
gresso Internacional (WHITE 1963) realizads na Universidade
Estadual da Pennsylvania - USA.AOS Congressos Internacio
nais subsequentes realizados em Strasbourg, Alemanha - 1970
Leicester, Inglaterra (STREET 1974) e Calgarv, Canada THOR

Py 1978) vieram a consolidar e ampliar os trabalhos pionei

ros.

Trabalhos experimentais nesta érea. ven
sendo realizados com as mais diferentes espécies vegetais ,
sendo atualmente a regeneracao de plantas a partir da cultu
ra de tecidos, comumente encontrada entre as Angiospermas -
(VASIL et al. 1979, EVANS et al. 1931). Entretanto, a maio
ria das espécies cultivadas de grande importincia agrondmica
nao sao regeneradas com a facilidade dos sistemas modelo, ou
seja, fumc e cenoura. Antes que as técnicas de cultura de cé
lulas e tecidos vegetals possam ser aplicadas na propagacao
ou melhoramento de espécies de importdncia agricola, protoco

los eficientes para a regeneracao de plantas devem ser estabe

lecidos.

1. Regeneracao em Leguminosas




A regeneracgao de plantas <n vitro tem
sido bastante dificil entre as leguminosas. 05 melhores e-—
xemplos de regeneragao estao entre as leguminosas forragei
ras em comparagao com as leguminosas de semcnte. Vinte &

quatro espécies de leguminosas foram regeneradas in vitro
até o presente. No entanto, na maioria dos casos, a regenera
gao ocorreu em baixa frequéncia ou foi limitada wpela fonte

de explante utilizada (TABELA 1).

A recuperagao de plantas a partir da
cultura de tecidos contendo centros meristematicos (gemas a

picais ou axilares) ja foi demonstrada para nove espécies
leguminosas (TABELA 2). Em alguns casos, este tipo de cultu
ra & impropriamente considerado pelos auntores comoc exemplos
de regeneracao de novo. Nestes casos incluem-se os trabalhos
com Cicer arietimum (BAJAJ & DHANJIU 197%), Glyeine max (KIM
BALL & BINGHAM 1973, CHENG et al. 1980, SAKA et al. 1980),P£
sum sativum (GAMBORG et al. 1974, KARTHA et al. 1974) e Vi
eta faba (GALZY & HAMOUI 1981). Tais trabalhos sdo exemplos
de multiplicacao e/ou desenvolvimento de gemaé pré“existeg
tes no explante, distincao esta naoc discutida por estes auto
res. Esta técnica de propagagﬁo vegetativa pode ser usada
para limpeza de virus ou manuteng§0 de gendotipos como foi de
monstrado em Acactia koa {SKOLMEN & HA?ES 1976} Lotus coriicu
latus (TOMES 1979), Trifolium pratemse (PHILLIPS & COLILTIIS

1979b) e Vieia faba (AUBRY et al. 1975, MARTIN et «l.1979).

Pelo menos 10 meios diferentes tem sido

utilizados com sucesso para obter regeneragao entre as legu
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minosas (TABELA 1). PHILLIPS & COLLINS (1979%a) estabeleceram
un nmeio de cultura para as leguminosas (PC-L2) gque gquando
testado com quatro diferentes g@neros (Tri folium pratense, Me
dicago sativa, Glyeine max e Canavalia enstformis) resultou
no crescimento vigoroso de calos em todos os casos. O neic
de M5 & o mais frequentemente usado para regeneragao em legu
minosas. Baseado nestas variacdes de meio,é provével.quecymgn
tradicionalmente usado para regeneragéo de plantas em outras

familias talves nao seja apropriado para as legunminosas.

Diferentemente da maioria das familias
vegetais, pouca generalizaciao pode ser feita com relagcao ao
papel dos RCs na cultura das leguminosas. As auxinas mais
frequentemente usadas para a indugao de calos foram 2,4-D,
NAA e IAA (TABELAS 1 e 2). Algumas vezes a auxina capaz de
promover vigoroso crescimento de calos & inibitdria & dife
renciagao como € o caso de 2,4-D para Crotalariq burhia (RAT
BHANSALTI et al. 1978b), Lotus ssp. (NIIZEXI & GRANT 1971y,
Trifolium repens (PELLETIER & PELLETIER 1971) e Vieia Faba
(GALZY & HAMOUI 1981) e de NAA para Crotalaria Jurcea (RAM&
WAT et al. 1977). Uma citocinina, 6-BA ou KIN, tem sido usa
da para a formacao de calos em todas as espécies, exceto en
Acacia koa (SKOLMEN & MAPES 1976) e Trigonella ssp. (SEN &
GUPTA 1979) nas quais AC foi usada e C. medicagenia onde ape
nas 2,4-D induziu o crescimento de calos (RAJ BHANSALI e# «l.
1978a). Para grande parte das espécies de leguminosas, a ra

230 auxina/citocinina & alta para a indugao de calos, mas

existem virias excessdes (TABELAS 1 e 2). Geralmente as espd
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cies de leguminosas regquereém maiores concentracdes de citoci

nina do gue espécies de outras famIlias (EVANS et al. 1981).

A maioria das lequminosas de semente tem
uma maior prcpehséo rara a formacdo de raiz do que para a re
generagéo de gemas. Nestes casos a frequéncia de iniciag%o
de raizes € muito alta a despeito das concentracdes de auxi
na e citocinina. Apenas iniciacio de raiz foi'observada em
tentativas de obter regeneracao de plantas de Psophocarpus te
tragonolobus (BOTTINO et al, 1979), Glyecine max (EVANS et al.
1976), Phaseolus vulgaris (HADDON & NORTHCOTE 1976, CROCOMO
et al. 1976b) e Vigna sinensis (Davey et al. 1974). Em Arg
chis hypogaea calos derivados de anteras tiveram maior ten
déncia para diferenciar raizes do que para regensarar gemas
(BAJAJ et al. 198l). A formacadc de raiz ocorreu antes aa re
generagaa de geﬁas en Stylosanthes hamata (SCOWCROFT & ADAM
SON 1976). Leguminosas forrageiras forman ralzes porém em
frequéncias menores do que legquninosas de semente. Em alfafa
a diferenciagdo de ralzes foi controlada pela composicio i

norganica do meio de cultura (WALKER et al. 1978).

A regeneracao de plantas em leguninosas
de sementes tem sido obtida ou pela reducac da concentracio
de auxina ou pelo aumento da concentracao de citocinina. As
exigéncias hormonais sdo pouco especificas para leguminosas
forrageiras. Por exemplo, nenhum hormonio & réquerido para a
regeneracao de plantas em alfafa (WALKER et al. 1979), en
quanto que uma grande faixa de concentracoes de varios RCs

resultaram na regeneracao de plantas enm trevo vermelho (ver.
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Tab. 4 em PHILLIPS & COLLINS 197%a) e Trifolium alemandrinum
{(ver, Tab. 2 em MOKHTARZADEH & CONSTANTIN 1978). Embora a re
generacio de gemas nestas espécies tenha ocorrido enm diver
sas combinacoes de RCs, certas concentracoeas aumentarana fre
quincia de calos com capacidade regenerativa.

Extrato de semente de feijio foi requeri
do para a regeneragao em P. vulgaris (CROCOMO et al. 1976),
enquanto que 5 kRad de irradiaclo gamma foi usado para obter
regeneragao en Cajanus cagjan (SHAMA RAO & NARAVANASHAMY

1975). A utilizacao de IAA como fonte de auxina e 6-BA

como fonte de citocinina foi determinante na diferenciacao
de gemas em Indigofera enneaphyllc (BHARAIL & RASHID 19790y .
O 6-BA estimulou a indugdo de gemas em (. burhia (RAJ BHANSA
LY et al. 1978b),Lotus sppr. (WIIZEKI & GRANT 1971) e 7. ale
zandrinum (MOKHTARZADEH & CONSTANTIN 1978). Em Trigonella
spp. a frequéncia regenerativa foi aumentada pela adicao de
CH ao meio de cultura (SEN & GUPTA 1979). Um Unico meio de
cultura fol suficiente para induzir o crescimento de calos
e regenéragéo de gemas em Indigofera enneaphylla (BHARAL &
RASHID 1979b). Em Lathyrus sativus a regeneragao de  gemas
foi obtida pela subcultura no nesmo meio indutor de calos

(MUKHOPADHYAY & BHOJWANI 1978, GHARYAL & MAHESHWARI 1980},

O mesmo ocorrendo para Trigonella spp. (SEM & GUPTA 15879} .

O 6-BA tem sido o RC mais frequente na
indugao de desenvolvimento de centros neristematicos, sendo
a combinagao deste RC com NAA, a mais comum nos trabalhos

de propagacac vegetativa de leguminosas (TABELA 2). Entre as
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espécies leguminosas propagadas vegetativamente, tem-se exem
plos de obtencao de ?lantas com ou sem a formagao interme -
diaria de calos. As frequéncias de recupsracio de plantas na
propagagao vegetativa de leguminosas (TABELA 2) sugeremn qgue
o estidio intermedifrio de calos & Util para multiplicar re
gioes meristeniticas pré—-existentes nos explantes.

A organogénese de plantas sem a interme
diaria formag¢do de calos foi demonstrada em . burhia (RAJ
BHANSALY et al. 18978b}), Glycine canescens e G. tomentella (KA

MEYA & WIDHOLM 1981) e P. tetragonolobus (GREGORY et al,1980,

BAWH et al. 1981).

As condig¢oes de luminosidade das cultu
ras influenciaram a regeneragao em (. burhia {(RAJ BHANSALT et
al. 1978b) e Trigonella spp. (SEN & GUPTA 1979). O comprimen
to do dia n&o parece ser critico na diferenciacio em Hediea

go sativa (SAUNDERS & BINGHAM 1972).

Anteras foram utilizadas como fonte de
explante para regeneracao em Lotus spp. (NIIZEKIX & GRANT
1971), alfafa (SAUNDERS & BINGHA 1972) e trevo vermelho(?ﬂﬁé
LIPS & COLLINS 197%a.). Entretanto, nestas tr8s espdcies os
plantletes obtidos apresentaram o mesmo niimerc cromossdmico
das plantas doadoras de explantes. Para T. aZemandrinum(M@Kﬁ
TARZADEM & CONSTANTIN 1978) e Arachis spp. (BAJAJ et ql.1981)
. foi descrito a recuperagéo de plantas haploides, a partir da
cultura de anteras. No Gltimo caso, varios niveis de rloidia
foram observados entre as plantas regeneradas, variando as

tas de hapldides a octapldides.
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Em P. teiragonolobus um sistema intereg
sante foi descrito pof HANI et al. (1981) para a regeneracio
de plantas. Finas camadas celulares, contendo a epidernme, pa
rénguina paligaddico e células do parénquima lacunoso  foran
utilizadas como explante. Deﬁonstrou—se a formagao de gemas

de P. tetragonolobus diretamente a partir de cé&lulas epidér

micas.

Plantas tem sido regeneradas de calos de
rivados de apice meristemdtico, hipocdtilo, cotilddone, fo
lha, caule, radicula, ovario, embriio e cultura de células

em suspensao (TABELAS 1 e 3). A fonte de explante pode afe
tar grandemente a frequéncia de regeneracgdo. Em trevo verme
lho a frequéncia de regeneracao foi de 1% a partir de coti-
lédones e 30 - 80% a partir de tecidos meristematicos kPHIé
LIPS & COLLINS 1979a). Em Indigofera enneaphylla o nimero
de gemas regeneradas variou entre 10 - 50 (50 - 60% das cul
turas) por segmento foliar cultivado; 40 - 100 por hipocét&
lo e 50 — 150 {(90% das culturas) por cotilédone (BHARAL &
RASHID 1979b). Segmentos de hipocdtilos de Glycine canescens
regeneraran gemas (60% das repetigoes), enguanto que em coti
léedones a regeneragao de gemas ocorreu apenas em 5% das cul
turas (KAMEYA & WIDHOLM 1981l). Em C. Juncea a regeneragSO de
genas oéorreu a partir de caule e folha, mas nao a partir-de
raiz (RAMAWAT et al. 1977). A fonte de explante pode também
influenciar a velocidade da resposta regenerativa. Em C. bur
hia segmentos de caule apresentaram resposta a morfogénese

relativamente mais rapida quando comparada a folha e calos
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(RAJ BHANSALI et al. 1978b). A frequéncia regenerativa em al

fafa variou entre individuos do mesmo cultivar {SAUNDERS &

BINGHAM 1972, WALKER et al. 1278).

Frequencia inicial de regeneracghio de 12%

foi obtida com o uso de explantes de hipocotilo de

alfafa
(BIWGHAM et al. 1975). Esta frequdncia foi aumentada pelo u
so de plantas regeneradas in vitro para estabelecer novas

culturas. Apds dois ciclos de cultura, a freguénecia de rage

neragao fol aumentada de 12 para 67% em uma linha gendtica
de alfafa. Aumento da frequéncia regenerativa tambim ten si
do obtido através de subculturas mensais no mesmo meio de
cultura. Em L. sativus houve a regeneragao de 4-5 gemas/calo
{10% das culturas), apds 4-5 semanas e 45-82 gemas/calq {cqua
se 100% das culturas), apds cquatro subculturas (MUKHOPADHYAY
& BHOJWANTI 1978). Aumento da frequéncia regenerativa com a
idade da cultura também foi observado em T. alexandrinum
(MOKHTARZADEHN & CONSTANTIN 1978). Entretanto em ervilha, a
capacidade regenerativa dininuiu com a idade da cultura (MALH
BERG 1979}, o mesmo ocoxrrendo em alfafa (McCOY & BINGHAM 1977).
Porém para esta Ultina espdciec, STAVAREK et al. (1980) pude
ram obter regeneragao de plantas atraviés de modificacSes a
propriadas no meio de cultura, en tecidos mantidos Doxr ~32
meses na Torma de calos. Para outras espdScies, tais comno 5.
hamata (SCOWCROFT & ADAMSOH 1976) e L. sativus (ITURHOPADAYAY
2

& BHOJWANI 1978) a capacidade regenerativa parece nag ter

sido afetada com a idade das culturas.
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Diferengas intervarietais tem sido ob~
servadas na regeneragao de plantas. De 14 linhas genéticas
de P,sativum testadas para regeneragao, apenas seis pudaram
ser reyeneradas apdOs dois meses in vitro. Apenas duas destas.
seis linhas, puderam ser regeneradas apds seis mesés in vitro
(MALMBERG 1979). Diferenca intervarietal na regeneracio de
plantas também fol observada em cinco cultivares de treve
vermelho (PHILLIPS E COLLINS 197%a) e nove cultivares de al
fafa (BINCGIAM et al. 1975). A frequéncia e o tempo para rege
neragao variaram conforme o gendtipo em Lotus app. (NITZEKI
& GRANT 1971) e Irigonella spp. {(SEN & GUPTA 1979). As dis
tintas variagoes genotipicas para regeneracdo e a  relativa
facilidade com que a selecac pode aumentar a frequéncia de
regeneragao, sugere que em leguminosas a habilidade de' recu
perar plantas teria um controle gendtico. SeleciZo para rege
neragac nao foi ainda testada para outras famflias. MALMBERG
(1979) sugeriu gue a selegdo de um grande nimero de linhas

genéticas pode ser Gtil na tentativa de obter regeneracgao de

plantas de uma determinada espécie.

As gemas podem ser enraizadas muito rapi
damente na maioria das leguminosas. Em quase todos o0s casos
ralzes foram obtidas em meio contende uma auxina, tais como:
0,5 pM ae NAA (Vieia faba); 0,6 - 26,9 pM de NAA (Crotala
ria); 2,7 - 5,4 ud de NAA (drachis villesa); 1 M de IBA(A@Q
¢ta koa) e 0,6 uM de IAA (Stylosanthes hamata). Para L.cornt
culatus o enraizamento das gemas foi feito na auséncia de

RCs (TOMES 1979}, o mesmo ocorrendo em soja (CHEHNG et al.
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1980). Wa maioria dos €asos quando uma citocinina esta pre
sente no meio de cultura (KIN ou 6~BA), A razao auxina/cito
cinina tem sido maior que 10, por exemplo: 5,7 uM de Ian/0,.4
uM de 6-BA (T. alexandrinum); 0,5 pM de MAR/0,05 i de XIN
(P. tetragonolobus) e 10,8 i de NAA/0,9 M de 6-BA({I, ennag
phylla). Em algumas leguninosas forrageiras como M. sativa e
T. pratense a indugao de raizes em gemas desenvolvidas tem
sido mais dificil., MUKHOPADHYAY & BHOJAWANI (1978} encontra
ram dificuldade em induzir raizes em gemas diferenciadas de

L. sativus. BEntretanto GHARYAL & MAHESHWARL (1330) consegul
ram obter plintletes completos desta espacie, utilizando um
fnico meio de cultura. PHILLIPS & COLLINS (1979a) desenvolve
ram um meio de enrairzamento efetivo para trevo vermelho que
usou mineirais em concentracao reduzida e 3-AP. A impéssibi

lidade de enraizar gemas de (. burhia foi atribuida ao baixo

nivel de auxina do meio de cultura (RAJ BHANSALI et al.l978bh).

A obtencio de plantas in vitro de Indigo
fera enneaphylla descrita por BHARAL & RASHID (1979Db) esta
entre os exemplos mais bem descritos de regeneracaoc de legn
minosas em meio sdlido. A fregquéncia regenerativa nesta esyé
cie esteve entre 70 - 90% das culturas, com ate cerca de 180
gemas induzidas por explante. Os plantletes uma vez enralza
dos, chegaram a florescer im vitro. Bm L. sativus tambam foi
conseguido diferenciacao de gemas em alta frequéncia (45/82
gemas por Apice meristematico cultivado) porém estas  gemas
nio puderam ser enraizadas (MUKHOPADHYAY & BHOJWANI 1978). A

pesar de GHARYAL & MAHESHWARI (1930) terem descrito a ob
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tengao de plantletes completos de I. sazivus, a frequdnciare
generativa naoc foi da&a, O que questiona os resultados apre
sentados por estes autores. Para varias aspécie tais como
Lotus spp., M. sativa, P. vulgaris, 7. pratense e T. repens
a frequéncia regenerativa fol dada apenas en termos de total
de plantas reéuperadas (TABELA i);nﬁété tipé.de informagao
limita muito a avaliac3o do sucesso do trabalho. Em T, Ale
zandrinum apesar de terem sido cbtidas apenas quatro gemas/
calo este evento se deu em 100% das culturas (MOKHTARZADEH
& CONSTANTIN 1878). Este pode ser considerado um bom resul
tado, uma vez que demonstra bastante repetibilidade. J3a em
T. repens, as 70 plantas que puderam ser recuperadas foram
derivadas de um sO calo entre os quatro produzidos a partir
de um cotilédone (PELLETIER & PELLETIER 1971). Para que se
possa avaliar o resultado de um trabalho em cultura de teci
do que vise regeneragiao de plantas, as frequéncias regenera
tivas deven ser dadas em termos de niimero de plantas produzi
Gas por calo ou explante e frequéneia das culturas gque res
ponderam aos tratamentos. Em leguminosas muitas vezes a fre
quancia regenerativa nem & citada o que limita a  avaliacio

do sucesso descrito pelos autores.

O estabelecimento de suspensoes celula

res a partir de calos ja foi relatado para a maloria das le

guminosas estudadas <n vitro. Entretanto, descricao da se
quéncia reversa, de células em suspensac para calos e  plan
tas, imprescindiveis para os trabalhos d= indugao e selecao

de mutantes, tem sido muito pouco frequente. Apenas para cin
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co leguminosas forrageiras tal metodologia fol definida (Ta
BELA 3). A sequéncia mais comumente utilizada tenm sido: indu
gso de calos, estabelecimento de suspensoes calulares,. recu
peragac de calos pelo plaqueamento das Suspensoes em meio sé
lido e inducao de gemas em.méio regeneratima.Porénzemﬁhcorni
culatus e T. repens a recuperacao de calos e regeneracao de
gemas fol obtida num mesmo meio de cultura e, en T. prateunse
05 explantes foram inoculados diretamente no meio liguido,
sem a intermedidria formagdo de calos. O meio bisico de cul

tura, os RCs e a idade das culturas foran bhemn especificas

obetendo—-se também diferentes frequdncias regenerativas (TA
BELA 3). A manutengao das células em suspensio dimunuiu o
potencial morfogenético de culturas de Y, sative e L. corni
culatus. Entretanto para 7. pratense a recuperagao dé rlan
tas somente ocorreu apds seis meses de manutencio  das c&lu
las en meio liguido. Tentativas de regenerar plantas a pax
tir de ceélulas em suspensio resultaran apenas na formacio
de primdrdios de gemas en Stylosanthes hamata (SCOWCROPT &
ADAMSON 1976) e soija (OSWALD et al. 1977). Estruturas sene-
lhantes a embrioss foram recuparadas a partir de suspansdes
celulares de Glycine spp., porém nio foi conseguide desen

volvinento além deste estadic (BEVERSDORF g BINGHAM 1977).

A recuperagao de plantas a partir de pro
toplastos foi obtida apenas para duas leguminosas, apesar do
frequente uso de protoplastos de leguminosas em trabalhos de
genética celular e hibridagdo somitica (COMSTABEL et al.l1976,

FPOVWKE 1977, GAMBORG 1977, KAO 1977, COLUSTABEL 1978): Medica
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go sativa (KAD & MICHAYLUK 1930, SANTOS et al. 1980) e T?if;

Lium repens (GRESSHOFF 1980).

O isolamento de protoplastos a partir
de cglulas de mesbfilo foliar foi descrito para Cicer arteti
num, Melilotus alba (GAMBORG et al. 1974b), Lathyrus odora
tus L. (RAZDAY et al. 1980), Melilotus offieinalis Lam. ( FOu
KE et al. 1976), Phaseolus vulgaris (PELCHER et al. 1974},P£
sum sativwum (CONSTABEL et al. 1873, ARNOLD & ERIKSSON 1876y,
Vieia faba (BINDING & NEHLS 1978, ROEPER et ol 1280}, Vieia
narbonens<s L. (DONN 1978) e Vigna sinensis (DAVEY et al.
1974) . Protoplastos foram tambdm isolados a partir de teci
dos de raiz de P. sativum (LANDGREN & TORREY 1973) r&pices me
ristemdticos de P. sativum (CAMBORG et al.1975) e Vieia faba

(BINDING & NENLS 1978) e de tecidos de vagem de soja (ZIRG &
OUTRA 1880). Culturas de células em SUsSpensac serviran COomo

fonte de protoplastos em ¢. max (KAO et al.l1970, FOWKE et o

et

197¢), P. vulgaris, P. sativun (GAMBORG et ¢1.1974b) e Victa
hajasiana Grossheim (GAMBORG 2+ al. 1974b, Xa0 & MICHARYLUK
1975). Protoplastos de Vigna sinensig foram isolados a par
tir de hipocotilos, caules, folhas e calos {(BHARLAL & RASHTID
197%a). Em todos estes exemplos os protoplastos se mostraram
viaveis, regenerando a parede celular e sofrendo divisoes su

cessivas até a produgdo de calos. Em nenhum destes exemplos

poréem foi possivel a recuperacio de plantas. Alguns  experi

=
¥

mentos foram realizados com Vieia faba (SCHEURICH & ZIMNITR

t:

MANN 1951) exclusivamente para demonstracao de té&cnicas de

isolamento e fusao de protoplastos

Interessante notar que em 7, pratensze a

)
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recuperagao de plantas através de suspensdes  caelulares s
deu via embriogénese somdtica (PHILLIPS & COLLINS 1980) en

quanno gque g Tegentraﬂao a parxr tir de calos OCorreu por Orga__

nogénese (PHILLIPS & COLLINS 197%a). Existen poOuCOs  exem
plos na literatura de cultura de tecidos onde os dois pro
A7 - ——

cess0s regenerativos ocorrem numa mesna egpécie. Nestes ca

sos os RCs determinaram o tipo de expressac regenerativa.
Outras espécies capazes de sofrer organogénese ou embrio

génese somatica, dependendo dos RCs presentes no nmeio da cul
tura incluem 4717um sativum L. (ABO EL-NIL 1977} ;Asparagus of
fieinalis L. (BUI DANGC HA et al.1975), Brassica oleracea I..
(PAREEX & CHANDRA 1978, BARONCELI et ai. 1973) , Dauvcus carota
(KESSELL, & CARR 1972, JONES 1974) ,¥icotiana tabacum {HACCTIUS

& LAKSHMANAN 1965, TRAN THANE VAN & TRINH 1978} ,Petunia V)

i

brida Hort. rex Vilm.(RAD et ¢1.1973) e Solanum melongena I,.
(MATSUOKA & HIHATA 1879} . SAUNDERS 2 nInc: I211(1972) s5ugeriram
a ocorréncia simulténeé de gemas adventicias e embrices soma
ticos em calos de alfafa. Recentemente , SANTOS eé_aZ. (1230)
constataram tal ocorréncia ern culturas derivadas CkEPIOtQplai
tos ou explantes foliares de Hedicago sativa. Estes autores
observaram a formagdo de gemas adventicias e erbrides somati
COs ocorrendo como dois eventos distintos,simultancamente no

mesmo calo. Este representa um raro es weitplo  onde os dife

rentes processos regenerativos ocorrem sob condicgoes iddnti

cas de cultura. A regeneracao in vifre de leguminosas tem
ocorrido mais frequentemente via organogénese. Por outro la

do, algumas familias vegetais sofrem embriogénese somitica

com maior frequéneia. A famflia qua apresenta a maior fre
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quencia de embriOgengse somatica & a Umbelliferae, enguanto

- ~ b - - b . - ]
GUe as gramineas nao contemn espécies embrioginicas. Tais ob

servacgoes impnlicam gquo a constituicao genética, os RCs, 0s

fatores nutricionais, além da fonte de explante, estio todos

envolvidos na regulacao dos processos reganerativos.

2. Cultura de Tecidos de Phaseolus spp.

2.1. Crescimento de calos e citodiferenciacio

As primeiras observactes de diferenciacio
de raizes em P. vulgaris foram feitas por LIAU & BOLL (1979)
e MEER et al. (1371). A morfogénese de raizes foi inibida mo
dificando a fragac inorgdnica do meio de cultura, mas nao hou
ve inibicao com a manipulagio da fragio organica (LIAU}§BOLL
1970). A formacao de raizes adventicias em epicétilos'culté
vados Zn vitre fol estudada por HMEER et al.(1971). Os fato
res limitantes mails importantes na formacao de raizes adven
ticias foram agucar, auxina e luz. A morfogénese de raiz nio

ocorreu na auséncia de agucar e auxina e fol grandemente re

duzida na presenca da luz (MEER et al. 1971).

A inducao de diferenciagdo vascular em te
cidos de calos de P. vulgaris pela aplicacio de IAA e sacaro
se e a modificagao desta diferenciacio por outros fatores,
em particular aclicares alternativos e certos inibidores de
Processos celulares, foram estudados por JEFFS & NORTHCOTE
(1967). Calos cultivados na auséncia de sacarose e TAA n3o
apresentaram diferenciacgao constituindo-se apenas de células
parenquimnatosas homogéneas. Na presenca destas substancias

padroes de diferenciacio ocorreram variando con as concentra
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coes utilizadas dos nutrientes. Com IAA (0,6 M) e sacarose
(2%) ocorreu a diferenciagac em forma de nddulos arranjados
espacialmente como celulas de floema, com uma camada sene
lhante ao cambio entre elas. Diferentes monossacarideos n3o
estimularam a diferenciagdo, enquanto gue outros o~glicosgil -
dissacarideos também induziram a formacio de nddulos conten

do atividade meristemiatica de floema e xilena.

Aspectos morfoldgicos das cGlulas de ca
los de duas variedades de P, vulgaris (lavy Bean e Red Kid
ney Bean) e de outras espécies.de angiospermas comestiveis
foram estudados por KANT & HIDEBRANDT (1969). Demonstrou- se
que a maioria das células destes tecidos poderia ser diferen
ciada umas das outras por caracteristicas morfoldgicas como
tamanho e formato celular. A maioria das células com formato
semelhante diferiam quanto ao tamanho. EZm alguns casos, como
as diferengas de tamanho entre as c€lulas alongadas de "Navy
Bean" e cenoura nao eram apreciiveis. Para estes casos as
distingOes poderiam ser feitas por outros aspectos citororfo
logicos tal como a presenga ou auséncia de cloroplastos e
granulos de amido ou variagoes nos tamanhos de nficleo e nu
cléolo. Pelos resultados obtidos foi concluido que informa
¢oes desta natureza poderiam ser utilizadas para caracteri
zar © crescimento e a diferenciagao de células em  cultura

nista.

LIAU & BOLL (1970) testaram diferentes
meios de cultura para a producao de calos de P, vulgaris, O

rmeio de MS foi o mais favoravel entre os diversos testados.
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O crescimento vigoroso dos calos neste meio ocorreu nao sd
por um estinulo da divisio celular, mas tambdm devido a uma

maior absorgao de Agua, com consequente expansio celular,

O crescimento de calos em segmentos de fo
lhas de P. vuigaris var. Bico de Ourc, foi estudado por CRrRO
COMO et al. {1875). O efeito do pl, concentracao de sacarose,
pPresencga de CH e 2,4~-D na preliferacao de calos foram deter
minados. O pll e a concentragéo de sacarose pouco tiveranm e
feito no crescimento de calos (dentro das faixas estudadas).
Nz composigio de meio de cultura adotada (meio 67-V) a CH se
mostrou necessaria para a obtencio de um crescimento favorix
val € 0 2,4-D mostrou-se altamente efetivo em aumentar a pro
liferagao de calos,

Os efeitos das necessidades nutricionais
e da origem do tecido no potencial morfogenético e no nivel
de ploldia em tecidos de feiijfo cultivados Zn vitre foran es
tudados por HADDON & NORTHCOTE (1975). Embora a proliferacio
de calos a partir de varios explantes (tecidos neristemdti
cos e anteras) tenha se iniciado con diferentes taxas de cres
cimento, uma vez estabelecida a cultura, os calos foram simi
lares em aparéncia e taxa de crescimento, independentemente
do tecido de origem. A proporgao de cilulas dipldides pre
sentes nos calos nao foi alterada con a perda da capacidade
de formagao de tecidos vasculares. Todas as culturas perde
ram seu potencial morfogenético apds 5 a 7 subculturas, exce
to calos de anteras qua formaram tecidos vasculares apds unm

periodo proloncado de cultura em meio de manutencao. Apds 6
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subculturas, calos de anteras continham mais células poli
»ldides do que culturas somAticas. A maioria dosaxplantessg
maticos continham células meristemiticas ou cambiais e  as
propriedades similares na cultura de calos foram atribuidas
a proliferacdo do mesmo tipo de cé&lula em cada explante. Ca
los de hipocdtilo crescido na presenga de AC continham prin
cipalmente células dipldides e nantiveram seu potencial mor
fogeneétice por um maior nimero de subculturas do gue calos
nmantidos em meio definido, A transferéncia de calos cultiva
dos em meio definido para meio contendo AC aumentou a pro
porcao de células dipldides e evitou a perda do potencialmoyr
fogenético. Uma concentracao de KIN (2 ui) equivalente & de
AC (20%) impediu a perda do potencial morfogenético mas nio
afetou a ploidia das culturas. A importancia das interagoes
célula~célula foi enfatizada por estudos de culturas em sus
pensao, onde uma grande proporgao de cdlulas estio em Intimo
contato com o meio. A transferdncia direta destas células
para meio indutor aumentou a quantidade de crescinento orga
nizado na forma de raizes. Por cutro lado, a cultura em meio
liguido de manutengdo alterou as respostas de crescimento das

células e acelerou a perda do potencial morfogenético.

PETERS et al. (1977) relataram a
indugao de calos a partir da cultura de anteras de feijéo
{(P. vulgaris var., Bico de Ouro) no meio 67~V suplementado
com 2,4-D (4,5 uM) ou com NAA (5,4 uM); IAA (11, 4 M) e KIN
(0,2 pM). Em ambos os nmeios de cultura, cerca de 57% das an

teras cultivadas produziram calos, entretanto a guantidade
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de calos produzidos foi cerca de duas vezes maior quando as

o

anteras ZFforam cultivadas na presenga de 2,4-D. A distribui
¢ao de c&lulas hapldides e dipldides foi quase a mesma entre
as 40 células éxaminadas. Poliploidia foi observaéa e me
nos de 3% das células.

PETERS et al. (1976} procuraran astudar
os efeitos dos alcaldides nicotina e cafefna (0-500 my/1l)so
bre o crescimento de calos e indugao de raizes emn culturas
de explantes foliares de feijao (P. vulgaris var. Bico de Ou
ro). Teores elevados de alcaldides ocorrem em nuitas das es
pécies vegetais que regeneram in viiro CONMO por exemplo Datuy
ra, fumo, tomate, café, lirio e cenoura. A nicotina possue u

ma atividade reguladora de crescimento. Explantes cultivados

em meio contendo IAA (11,4 pM) e nicotina (50 ng/1) produzi

ram guantidades minimas de calos com o desenvolvinmento de
raizes geotrdpicas, enguanto que explantes cultivados en
meio contendoe IAA (11,4 uplM), RIN (0,2 uM) e nicotina (200

ng/l) desenvolveram massivas quantidade de calos e raizes ad
reas, A cafelina (1 - 500 mg/l) adicicnada ao meio de cultu
ra teve un efeito inibitorio tanto no crescimento de calos

come no desenvolvimento de raizes.

A reacao de sete gendtipos de Phaseolus
na indugao de crescimento de calos, utilizando quatro dife
rentes auxinas, foi estudada por MOK & MOK (1977). Varia-
¢oes nas respostas de Phaseolus a auxinas ocorreram entre e
dentro das espécies. Os gendtipos de P, lunatus L. | requere

ram maiores concentragoes de auxinas para o crescimento de
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calos em relagéo aos gendtipos de P, acutifolius Gray. A di
ferenga entre o cultivar Romano e outros dois genétipos de
P. vulgaris estudados, em relag2o ao requerimento de auxina,
fol pelo menos de 8 vezes. Pol sugerido que esta extrema i1
ferenga entre gendtipos dentro das espécies seria particulag
mente Titil no estudo do controle genético das respostas hox

monails em cultura de tecido.

A atividade de oito citocininas para pro
mover o crescimento de calos en duas espécies de Phaseolus
(P. vulgaris cv. Great Northen e P. lunatus cv. Kingston} foi
estudada por MOK et al. (1978a). Em P. vulgaris 6-BA foi a
citocinina mais ativa, seguida de dihidro-Z, KIn, trans-7,
clis~Z e 2ip. Em P. lunatus G6-BA e 2ip foram igualmente ati
vas seguidas por KIN. Ainda para P. lurnatus, entre og deriva
dos de Z, a trans-Z foli 3 vezes mais ativa do gue a dihidro-
-4 e 30 vezes mais ativa do gue a cis-Z. Os autores deste
estude sugeriram que as diferencas encontradas entre as cito
cininas nestas duas esp&cies de Phaseolus refletirian dife
rengas na atividade de citocinina oxidase numa correlacao PO

sitiva com os teores enddgenos presentes em plintulas intac

tas.

2.2 Estudos citolbgicos e bioguimicos -

O primeiro trabalho que estabelecen a
cultura Zn vitro de leguminosas foi apresentado poxr NICKELL
(1956). Cé&lulas em suspensao foram obtidas a partir de calos

roduzidos de hipocdtilos de feidjao (Phaseolus vul arizs). E
J J g



36

xames microscOpicos revelaram a presencga de cdlulas isoladas

com capacidade de divisao e crescimento. BERGMAITI {1960) cul

tivou cé&lulas isoladas ce P. vulgaris var. Darly Golden
Cluster para estudar o processo de divis3o celular. Conse
guiuv pela primeira vez a formagao de clones de teci_dos a
partir do plaquearento de. cédlulas em meio liquide. DOUGALL

(1964) e LAMPORT (1954) independentemente examinaram cultu
ras em suspensao de vegetais superiores. Demonstraram gue P.

vulgar<s poderia ser facilmente cultivado em SUSPensao, con

una alta taxa de crescimento. METHA (1966) apresentou um ne-
todo para a obtengao de células em suspensio com altas taxas
de crescimento, a partir de raizes de P. vulgaris maceradas.

.3\- atividade mitdtica destas células alcangou in pico apds 7-
10 dias de inoculacao no meio fresco caindo acentuadanmente lo
go en seguida. Um declinio na frequdncia de mitose durante
as subculturas sucessivas foi observado (METHA ef al. 1967).
VELIKY & MARTIN (1570) desenvolveram um meio de cultura 11
quida (67~V) para realizar experimentos de fermantacao com

P, vulgaris.

As condigoes para o estabelecinento  de
cultura e obtengao de rapida taxa de crescimento celular em
suspensoes de "Bush Bean" (2. vulgaris cv. Contender) foram
descritas por LIAU & BOLL (1970). Um estudo detalhado do ra
drao de crescimento celular e formacio de "clumps" foi condu
zido poxr LIAU & BOLL (1971), a fim de estimar o valor poten
cial deste materia_l para estudos fisioldgicos e morfcgenétj._

cos. As células enm suspensao de feijdo apresentaram un ciclo
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de crescimento de 12 dias, iniciando a divis3o celular e sin
tese de material celular apds 24 horas de inoculacao. & fase
exponencial nao fol acompanhada pelo aumento no tamanho celu
lar nem pelo peso s&co. O aumento no peso s8co ocorreu apds
2 dias e o aumento do volume celular comecou apenas guando a
fase logaritmica estava guase completa. Uma grande varie
dade de tipos celulares foi observada durante o ciclo de cres
cimento. Suspensdes celulares de "Bush Rean” provenientes de
raiz, hipocbtilo e cotilédone produziram grandes cquantidades
de polissacarideos extracelulares (LIAU & BOLL 1972). A pro
dugao por célula destes polissacarideos diminuiu durante a
fase logaritmica da cultura e aumentou na fase estacionaria.
Foli demonstrado gue a densidade da cultura en suspensao  era
uma consequéncia ndo s& do grande nimerc de c3lulas, mas tan
bém da presenga de grandes guantidades de polissacarideos ex

tracelulares no meio de cultura.

O crescimento celular e a produgio de po
lissacarideos extracelulares em suspensio de cdlulas estabe
lecidas a partir do cotilZdones de feijao(P, vulgaris CV.
Contender), foram comparados em meio contendo AC e meio sin
tético, na presenga de 2,4-D (13,5 uM) e KIN (3 pM) (MANTE 2
BOLL 1975). Polissacarideos extracelulares foran produzidos

em todos os estddios das culturas. Os mesmos acgilcares neu
tros estavam presentes nos polissacarideos recuperados de am
bas as culturas e a analise de sua composicao mostrou algu

mas trocas durante o ciclo da cultura. Fatores presentes na

AC tiveram relativamente pouco efeito na composigdo dos - ach
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cares neutros dos polissacarideos extracelulares. Trés dife
rentes polissacarideos extracelulares, produzidos por célu
las en suspensao derivadas de cotilédones de feiij3do, estavan
associados com as diferentes fases do ciclo da cultura (MAE

TE & BOLIL: 1976).

ARNISON & BOLL (1974) realizaram estudo
de padroes isoenzimiticos de calos de raiz, hipocdtilo e co
tilédone de feijdo. Foram estudadas a peroxidase, polifenol
oxidase, catalase, malato e glutamato desidrogenases, estea
rase e leucina amino peptidase. Os padroes de eletroforese
mudaram durante o ciclo da cultura e varias isoenzimas apa
Yeceram somente em determinadas fases. Os padrﬁes isoenzimé
ticos das trés culturas foram bastante similares, mas dife
rengas persistentes entre elas foram observadas. DLstas dife
rengas nao foram atribuidas 3 ploidia,selecao de clones espe
ciais owu a variagdes flutuacionais, mas sim representando di
ferengas relacionadas aos tecidos originais, Evid&ncias adi
cionais de que diferengas bioguimicas s3o mantidas em cultu
rasin vitro de feijao foram apresentadas por c&lulas en sus
pensac derivadas de calos de raiz, hipocdtilo e cotilédone
(ARNISON & BOLL 1975). Comparagao dos padroes de isoenzimas
das culturas em suspensao com as respectivas culturas de ca
los (ARNISON & BOLL 1974) mostrou que os padrdes de certas
enzimas foram muito similares em ambos os tipos de cultura,
en contraste com os padroes de outras enzimas gue foram comn

Pletamente diferentes. 0s resultados demonstraram o valor

de padroes isoenzimiticos como marcadores em cultura celula
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res e o0 grau de estabilidade de tais culturas durante prolon

gada subcultura.

Un estudo fisioldgico e citoquimico em
células em suspensao de cotilédone de feijio, na presenca ou
auséncia de 2,4-D e KIN, foi.realizado por ARNISON & BOLL
celular e provocou mudancgas acentuadas nas caracteristicas
morfoldgicas. Estudos citogquimicos da atividade naroxidase
mostraram que as enzimas eran principalmente citoplasmiticas
nas cé&lulas jovens e predominantemente associadas com a paxre
de celular nas células mais velhas. Nao foram encontradas di
ferencas aparentes de atividade de peroxidase entre os trata
mentos de RCs, mas as cé&lulas cultivadas na auséncia de RCs
mostraram reagao enzimatica muito mais intensa. A locali~
zagao e o aumento de atividade de peroxidase com a idade das
células foram consistentes com a hipGtese de que peroxidase
estd envolvida na expansao da parede celuiar e diferencia
¢ao. Posteriormente, as enzimas fosfatase écida, leucina ami
no peptidase, glutamato oxalacetato transaminase, estearase
e malato glutamato desidrogenase foram também estudadas (AR-
NISON & BOLL 1978). As diferencas nos padroes isoenziméti
cos das células de feijao cultivadas na presenga ou auséncia
de RCs foram predominantemente quantitativas. Todas as isoen
zimas estudadas em suspensao celular mostraram trocas nos
padroes durante o ciclo da cultura, resultado id8ntico as c@
lulas de calos (ARNISOW & BOLL 1974)., O efeito da omissao de

RCs na expressado dos padrOes isoenzimadticos foi o mesmo rela
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tado para a peroxidase (ARNISON & BOLL 1976} on seija, predo
ninantemente quantitativo. Os autores concluiram que o per
fil isoenzinitico das cdlulas estava relacionado comn o esti
dio de desenvolvinento da cultura e portanto com as ativi-
dades celulares durante acquele estadio. Assim, no caso das
ceélulas de feijdo, os radroes isoenzimiticos poderiam ser u

sados para identificar as diferentes fases do ciclo da cultu

ra.

BASSART & CARLSON (19783) utilizaran seg
hentos de folha primiria, epicdtilo, cotilédone, hipocdtile
e radicula de P. vulgaris e calos derivados destes tecidos
para estudos eletroforéticos. Foran analizados 08 padroes
isocenzimiticos da fosfatase acida, peroxidase e malato des’
drogenase encontrando muito poucas isoenzimas especificas do
tecido de origem expressas em calos com crescimento ativo.

Os calos apresentaram um padric isoenzimitico distinto, inde

pendente do seu tecido da origen.

A manipulagao de nutrientes em culturas
em suspensio tem levado & inducio de vias biossintéticas n3o
encontradas en tecidos vegetais <n vive. A enzima Jquinato
desidrogenase foi detectada en culturas de feijao, represen-
tando a primeira descrigdo desta enzima em vegetal (GAMBORG
1966). VELIKY (1972) encontrou que culturas em suspens3c de
P. vulgaris possuiam um potencial biossintético para trans
formar triptofano nos alcaldides "harman" e "norharman® que
nao sao encontrados em plantas de Phaseolus. A pPresenca das

enzimas epoxidase e hidrase de epoxido em suspensoes celula
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res de I. wulgaris fol demonstrada por T0SS -+ 47 . {1972} .05
"1

s = - . R PR S
resultados indicaram ALTOS nivels de atividade enzinaticas ao

se utlilizar estilbenc e Sxido de estilbence como substratos.

A b T [RNPUI I U, o
2.3. Hfeitos de Taclacao no avoaCLwﬂﬁLo dae calos

[

SAccultura de tecidos de- feiddo também tom

~

sicdo usada para estudo dos efo

tos de radiagao. BAIAT ef o

,..Jv

Y

(1270} encontraram que culturas de calos de Phaseoius Se mos

traram muito mais tolerantes & radiagac do gue plantas intac
tas ou sementes. 0s calos de feijao for n tratados comvarias
doses de radiacao gamna e seus =feitos no crescimento, RiIA to

tal, proteina soluvel e contefido de nitrogénio foram estuda
dos (BAJAJ 1970). O crescimento de calos foi estinulado por
baixos niveis de radiag3o (0,5 kRad). Entretanto de 1 a 10
kRad houve um gracdual e linear decréssims no crescimento. As
células exibiram uma grande variedade de formas e tamanhos,

inibicdo mitética, degeneragao do citoplasma, escurecimento

a parede celular e reduzida eficiéncia de plagueanento. En

o]

tre 20 a 30 xRad o crescimento foi drasticamente reduzi do,se
guicdo por uma severa morte das células e parada de Crescimen
to a 40 kRad. Com o aumento de dose o contelido de RNA e pro
teina soliavel decresceram. Nas doses mencores (0,5 ¢ 1,0 kRad) ,
nac houve diferenga significante no conteiido total .ade
nitrogénio do controle e das culturas irradiadas. Entretanto,
com doses mailores que 2 kRad houve um aunento gradual no né

trogenio total (ug/mg PES0 seco calos). Os resultados mostra

ram a existéncia de uma correlagao direta entre os niveis
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z,

de crescinento, RNA ¢ nroteina. A radiagﬁo gamma en geral
causou inibicao de crescimento de calos, juntamente com  gue

o

da noconteudo de RIA e subsequentenente na sintese proteica.

2.4. Estudos fisioldgicos

A primeira tentativa de isclanento enzi
matico de células de Folhas de feijao foi feita por JACOBY &
DAGAN (1867). Os autores compararam a eficifncia deste métg
do com o uso de seccgoes finas de tecidos de folha no estudo
da absorgdo idnica. 0 fluxo de entrada de Na® em secgdes £i
nas de folhas de feijao fol 55 vezes maior do gua o fluxo
nas c&lulas isoladas enzimaticamente. Como a acumulagao de

ions na célula depende da integridade da membrana plasmatica,

o método de isolamento enzimitico de células foi considera
do imprdprio para estudos de absorcio idnica em células de

feijdo. DE VILLIERS & ASHTON (1976) utilizaram cdlulas iso
ladas de mesOfilo de P. vulgaris para estudar o efeito de
IADN, GA4, cthrel (10"7 a 1073 M) na fotossintese, respira
cao e sintese de RUA, proteina e lipideo. De modo geral, ne
nhum dos trés RCs tiveram um efeito estimulatdrio pronuncia
do nos processos estudados, enguanto gue altas concentracoes
de IAA inibiram severamente (60 - 95%) os diferentes procesg
sos. GALE & BOLL (1979) utilizaram suspensoces de P. vuigaris
expostas a HaCl para estudar os efeitos do aunento da concen
tracaoc osmdtica no metabolismo. Foi constatado que a sensi
bilidade de feijao a NaCl foi muito renor en suspensoes celu

lares do que emr plantas intactas.
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¢ tecidos de feijao para estudos fitopatoldgicos foi primei

|8

ramente denonstrada POY BAJAJ & SARTTLER(1970). O crescimen

~

te de calos de feijao foi inibido 77%, 412 o 10% guando 10g
(v/v) de filtrado de cultura de Pzeudomonas raseolicola(Burk.)
Dows, P.gyringae van Hall e P.rorgpruncrun Wormald respecti
vamente, foram adicionados ao meio de cultura para o crescimen
to de calos. Apenas filtrado da cultura de P.phaseolicoiaig
duziram halos em folhas de feijao. Pelas similaridades encon
tradas entre os efeitos fisiolbégicos da toxina contida no fil
trado de P. phaseolicola, em calos de feijdao e nos tecidos
verdes das folhas foi sugerido a possibilidade do uso de te
cido de calos para estudar o modo de agao da toxina.

A produgao de fitoalexinas em muitas in
teracoes naturais planta-fungo € estimulada nas células do
hospedeiro por compostos de origem fungica denominados "indg
tores”™. Estudos nasta drea tem utilizado metais pesados ou
antibidticos como substincias com capacidade "indutora”. Uti
lizancdo a cultura de c&lulas en SUSpensas de P. vulgaris,
DIXON & FULLER (1976) demonstraram a producdo da fitoalexina
faseolina na auséncia de estinmulagdo fiingica ou gquinica. A
extensao desta producio ni3o induzida foi afetada pelos " ni
veis de RCs do meio de cultura. J& TRAME et al.{1976) obtive
ram resultados negativos ao tentarem induzir a sintese de fa

seolina em calos derivados ce cotilédones de feijao (P. pul

garis cv. Canadian Wonder), apesar de terem investigado uma
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grande variedade de condigoes nutricionais. Postericrmente
DEXON & FPULLER (1977) caracterizaram componentes do filtrado
da cultura de 3otryiis einerca TFr. capazes de inﬁuzirbiogsia
tese de faseolina em células em suspensio de p. vulgaris
Foi considerado gque © sistena em cultura 2. cinerea — feiiio
poderia ser Gtil para o estudo do modo de a¢ao de  indutores
a nivel celular e tambdm unm conveniente sistema para o estu
do da biossintese de isoflavondides em geral. Entretanto os

niveis de produgio de faseolina em resposta a tratamento com

b4y
[N

o ltrado da cultura do funge foram baixos, sob as condi

goes de cultura utilizadas. Posteriores investigagbes foram
feitas (DIXNOH & FULLER 1975) visando-sc estudar os efeitos
da composicao do meio de cultura na capacidacde de sintese e
faseolins, tantc em culturas induzidas {contendo © filtrado
do fungo) , como em culturas nio induzidas. As concentracoes
dos RCs no meio de cultura afetaram o crescimento das cultu
ras e a quantidade de faseolina produzida, tanto en cultu
ras nao tratadas como em resposca aoc tratamenito das culturas

de feijao com filtrados de Botrytis einereaq.

HARGREAVES & SELBIY (1278) relataran a
produgac de faseolina em suspensdes celulares de p. vulga
ris apds tratamento com extrato de hipocdtilo de feijao. BA
KER et al. (1980) também utilizaranm suspensoes celulares -da
feijao para estudos fitopatoldgicos. A degradagao  da parede
celular por patdgenos tem um papel relevante na patogénese,
Paredes celulares foram preparadas a partir de células en
suspensao de feijdo e arroz, para examinar os efeitos da en

dopectase lyase na solubilizacao dos carboidratos da parede
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celular e concomitantes alteragoes ultraestruturais.

2.6. Isolamento e cultura de protoplastos

0 isolamento e cultivo de protoplastos
de tecido foliar de P. vulgaris foi demonstrado por PELCIER
et al. (1974). Os protoplastos foram isolados a partir de fo
lhas primarias e trifolioladas. A idade da planta nio foi um
fator critico na produgéo de protoplastos, entretanto as con
digoes em que as plantas foram crescidas e o pH do meio de
isolamento influenciaram significativamente o rendimento de
protoplastos. A regeneracgao da parede celular foi observada
entre 24 =~ 48 horas apbs o isolamento e a divisio celular a
pds 60 horas. Apds 3 - 4 semanas de cultura em meio 1iquido

(e gotas) os "clusters" produzidos foram transferidos para

rneio s6lido, obtendo-se subsequente formacdo de calos.

2.7. Organocgénese

Até o presente, somente um trabalho MoSs
trou organogénese em feijao (CROCONMO et al. 1976a). Plantle
tes forarm obtidos através da cultura de explantes foliares
de P. vulgaris var. Bico de Ouro em meio de cultura conm com
posigao cuimica indefinida. Além dos. RCs IAA (11,4 uM), TAA
(5,4 uyM) e KIN (0,9 uM) foi adicionado ao meio baAsico de  cul
tura (67-V), extrato de semente de feijao. Na concentracao
de 1/4 sementes/ml dois plantletes se desenvolveran entre
todos os ezperimentos realizados, representando cerca de 400

culturas .
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Ha tentativa de induzir ¢ controlar tan
to a morfogénese de raizes como a diferenciacho de plantle -

.

tes em P. vulgeris utilizando meio de cultura gquinicanente de
finido, CROCOMO et al. (1976bL) testarar difercntes interacoes
4@ RCs combinando una auxing com umna citocinina. As intera

¢oas hormonais testadas (IAR = K Hy HAN X KIN e IAA x 2) fo

ram efetivas en controlar o crescirmento de calos e a morfo
ginese de raizes, mas n3o so mostraran efetivas na indugao

de gemas. Foi inferido gque »nrovavelnmente para P. vulgaris as

exigéncias para a indugao de genas serian depandentes de fa
tores mais complexos, quimicos e fisicos, além da inte

ragao auxina x citocinina.

2.8. Cultura de embriio = meristena

O cruzamento de Phaszolue vulgaris con

Phaseolus ritensic Jones foi obtido com o auxflio da cultu

ra de enbriao (BRAAK & KOOISTEA 1975} . Procurou—se transfe -

rir a tolerdncia 3 temperaturas baixas, caracteristica pre
., - - 3 PR

sente em P. rifensis, as variedades de feijfo cultivado.Pl lan

tas hibridas foram obtidas apenas muando P, vulgaris Foi usa
do como planta fénea e os erbrides foram cultivados im viéro.,
A cultura de embriao foi tambén necessaria para obter as plan
tas tripldides resultantes do primeiro retrocruzamento comnm
o feijao comum. Entre 684 enbrides cultivados, apanas ?i(ceE
ca de 10%) se desenvolveran em plantulas. Porém, apenas trés
destes se desenvolveram en nlantas adaltas, quando trang

plantados para solo.
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A possibilidade de hibridagdo interespe

e Phaseclus, através de téenicas de cultura 7n vitro,

b

cific

]

f0i també&n dJermonstrada por IOK et al.{1978b). Utilizando téc
nicas convencionals de cruzamento, embrioes hibridos de P,
vulgaris = P. lunatus so desenvolveran apenas atd o estidio
de coragas. Cruzanentos reciprocos foran experinentados, mas
as vagens abortaram.muito cedo. Embrides derivados de P, vul

gari

2]

®x P.acutifolius e de cruzamentosrocinrocos chegaramn ao
estadio de cotilddone, porém ndo foranm obtidas plantas adul
tas. Embrices imaturos, resultantes de cruzamentos interespe
cificos, foram cultivados em meio basico de IS acrescido de
Gﬂ3 (0,1 wl). Por esta técnica, plantas foram obtidas deriva
das dos cruzamentos de P. vulgaris x P. lunatus, P, vulgavis
¥ Po acutifolius e P. acutifolius x P. vulgaris. O GA, apesar
de nao ter aumentado a scbrevividncia dos embrides, auxiliou

o alongamento das plantulas.

CROCOMO et «l., (1979) estudaram o contro
le do desenvolvinento de P. vulgaris através da cultura de
embriao. lModificagbes da composigido do meio de cultura, prin
cipalmente das interagoes de RCs, permitiram a obtencdo de

calos, morfogénese de raizes ou desenvolvimento de plantas.

Através da cultura de meristemas (0,2 -

2 mm), plantas de Phaseolus aureus RoxbL. {cvs., ML-1, MI~5 e

G-65) e P, mungo L. cv. Mash 1-1 foram recuperadas (BAJAJ

@a

DHANJU 1979). HMeristemas extraldos de plantulas com duas a
tr@s semanas de idade foram cultivadns em meio basico de MS,

suplementado com diferentes concentragdes e combinagdes de
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4D

Iah, 2,4—D e KIN, Os meristemas apresentaram sinais de creg

clmento apds uma semana de cultura, entretanto o desenvolvi
mento posterior fol determinado pelo ssu tamanho. Houve una
correlagéo direta entre ¢ tamanho do meristena e a porcenta

gem de recuperagac de plantas. Adic

s

[+)

10 de 2,4-D(4,5 - 9,0 uM)
causou profusa proliferacio de calcs; -alta concentragao de
KIw (9,2 uM) inibiu a foz:mag:éio de raiz encuanto gue  TAR
(11,4 uM) promoveu a produgao de plantas. Melhor crescimento
e desenvolvimento de plantas foi observado na combinacao de
Iaa (11,4 pM) com KIN (2,3 uM), entretanto as respostas fo
ram genotipicamente orientadas. Em P.qureus a melhor respos
ta de crescimento fol apresentada pelo cultivar ¥L-5,seguida
por "ML~1' e 'G-65'. A porcentagem de explantes com respos
tas, variou entre 20-50% dependendo do gendtipo e do tamanho

do meristenma.



49

IIT.MATERIAL E METODOS

1., Material Vegetal

Sementes do banco de germoplasmas de fei
jao, existente na Secdo de Gendtica do Instituto Agrondmico
de Campinas, foram utilizadas para a realizagao  deste
trabalho. Um total de 36 cultivares foram cultivados in VL

tro (TABELA 4).

2. Preparoc dos Explantes

Sementes ou folhas trifolioladas de plan
tas cultivadas em casa de vegetacao, serviram como fonte de
explante. Estas foram lavadas inicialmente com detergente
(Neo-dish) a 1% e agua de torneira, sendo nosteriornente es
terilizadas superficialmente en condi¢oes assépticas. C tra
tamento esterilizante adotado para cada fonte de explante
foi escolhido a partir dos resultados de testes de esterili
zagao., Uma vez esterilizadas, as sementes ou folhas trifolio

ladas foram lavadas trés vezes com agua estéril para remover

os resIduos do esterilizante.

As sementes, apds esterilizagdo e lava
gem, foram colocadas em frascos de vidro de 120 ml de volu
me, contendo algodao umédecido em Agua (4 sementes por fras
co). As senentes foram deixadas para germinar no escuro. A
pds 2 dias de germinacdao os cotilédones foram extraidos,usan

do~se a metade de um cotilédone como explante inicial. Seg

mentos de hipocdtilo (1 cm de comprimento), segmentos de fo
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lha priméaria (0,5 cmz) e apice meristemitico (0,1 a 0,2 cm
de compximento) foram extraidos de plintulas de 7 dias de i
dade. Quando se usou embriao como explante inicial, estes fo
rar extraidos de sementes previamente embebidas em Agua jolel o
24 horas . A partir de folhas trifolicladas, segmantos da 1

Cm2 foram utilizados como explantes iniciais.

Os explantes (embrido, anice meristendti
co, segmentos de folha trifoliolada, folha primaria, hipocé
tilo ou cotilédone) foram transferidos logo apds a extracio
para placas de Petri contendo neico de cultura de incubacao.
Este meio fol composto por: sais de MS (TABELA 5) na metade
da concentrag’éo normal; sacarose (2%); agar (0,8%). © PH
foi ajustado para 5,5 com KOH ¢ HCL, apds a adicio de todos
©s componentes, antes da autoclavagem. A incubagao foi feita
por 3 a 5 dias no escuro para se verificar a efici@ncia da
esterili zagac e a viabilidade dos explantes. LIste periodo de
incubag@o pré-experimental mostrou-se muito Util na seleg3o
de explantes foliares viaveis e eliminacio de material conta
minado, em experimentos de cultura <n vitro de café (SONDANL

& SHARP, 1979).

Explante vifvel foi considerado aquele
que apresentou coloragac escura (oxidacdo) no caso de en
bridoc e segmentos de folha e cotilédone; transparéncia no ca

so de hipocdtilo e ndo entumecimento no caso de dpice meris

tematico.

Apbds incubagao, os explantes ndo contami

nados e wviaveis foram transferidos para meio de cultura pri



TABELA 5: Concentracdes dos sais minerais

de MS

& SKOOG 1962), PC~-L2 (PHILLIPS & COLLINS 1%79),

et al. 1968) e MM (MOREL & MILLER 1964).
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(MURASHIGCE

B5 (GAMBORG

Macronutrientes {(mi)

NH 4N0 3

KHO

3

'Z',!a('ll2 . 2H20

Ca (NO3) . 4H20
MgSOf;.THZ()

KH,PO

2
KC1

4

(NH4) 2804

NaH2P04 « H 20

Micronutrientes {uM)

KI

HBBO3

MnSO0 , . 4H,,0

4.H20

ZnSO4 . 4H20

MnSO

ZnsSo , . 7H,0

4 2

M004.2I£ 0

Na 5

2

NiCl2. 6H20

CuSO4. 5H20

AlCl3 _

CoCl,. 6}120

2

NazEDTA

FeSO4 “ 7H20

MS PC~L2 B5 M
20,6 12,5 - -
18,8 20,8 25,0 1,2

3,0 4,1 1,0 -
- - - 2,1
1,5 1,8 1,0 0,5
1,25 2,4 - 0,9
- - - 13,4
- - 1,0 7.5
- 0,6 1,1 -
5,0 6,0 4,5 0,06
100,0 82,0 50,0 1,7
100,0 - - 0,4
- 90,0 60,0 -
30,0 - - -
- 17,5 7,0 4,3
1,0 1,7 1,9 -
- - - 0,1
0,1 0,4 0,1 0,1
- - - 0,2
0,1 0,4 0,1 -
100,0 90,0  100,0 100,0
100,0 90,0  100,0 100,
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naria. Culturas secundarias, terciarias, etc Fforam realiza

das conformz o experimento.

Quando se usou segmentos nodais como ex
plante, as senentes foram colocadas para germinar em frascos
contendo meio de cultura ou algodio umedecido en solugac a
quosa de 6~BAi. Apbds germinagio das sementes, os segmentos no
dais foram transferidos diretamente para meics de cultura
primdrio, secunddrio, etc. A composicio do meio de cultura,

a condicao de luminosidade e o tempo, tanto para germinacao

como para as culturas, variaram conforme o experimento.

3. HMeios e Condigoes de Cultur

As vidrarias e os meios de cultura foran
autoclavados por 20 minutos a 120 ©C e 1 atmosfera de pres

sdo. Todo o trabalho de esterilizac3o e transferdncia de e

I

plantes para reios de cultura foi feito em c3mara asséptica
de fluxo laminar. O0s frascos (com meio de cultura e explan
te) foram vedados com Ffilme plastico de PVC (16,5 um de es
pessura). As culturas foram mantidas no escuro a 26%30C, pa
ra a produgao de calos. Para regeneracao de plintletes e de
senvolvimento de pldntulas, as culturas foram mantidas fole!
condigdes controladas de luz (fotoperiodo de 12 horas, 400-
800 lux) e temperatura (2613 oC). Algumas culturas foran ﬁgg

tidas em casa de vegetacdo.

4. Esterilizaczo do Material Vegetal

4.1, Testes de esterilizacio de sementes
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Para a obtencgao de explantes estéreis (em
bridoc, apice meristemdtico, segmentos nodals, segnentos de fo
ha primfria, hipocdtilo ou cotilédone) sementes de P. vulga
ris ov. loruna tiveram diferentes tratamentos aesterilizantes
agrupados en dois testes (TABELAS 6 e 7). Os resultados dos
tratamentos de esterilizacfo foram lideos apds 7 dias de ger-
minagio das sementes, anotando-se a porcentagem de contamina
cao e comprimento de hipocbtilo. Durante a germinagaoc, as se
nentes foram mantidas no escuro, en frascos com algodac e é

gua.

4.2. Testes de esterilizacao de folhas trifoliocladas

Folhas trifolioladas de P. vulgaris cv.lo
runa foramn testadas com diferentes tratamentos esterilizan
tas agrupados em dois testes (TABHLAS § e 3). Ipbs esterili

- = 3 « g £ 31 2 3
zagao as folhas foram cortadas en segmentos <e 1 on e incu

. ]

badas pox 7 dias em placas de Petri contendo meio de cultu
ra. Ao Larnino do periodo de incuhacao foi feita leitura ano
tando=se a porcentagen de contaninacao e viabilidade dos ex

plantes.

5. Bastabelecinento de Cultura Sdlida

As respostas de crescimento in vitro  de
diferentes explantes ¢ cultivares, cen interagao com regulado
res de crescimento {(Cs) foram testadas no meio de cultura
primdrio I (TABILA 10). Ao meio basico foram adiclonados RCs,

combinando-se uma fonte de auxina com una Zonte de citocini
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TABELA 6: Teste 1 para esterilizagao de sementes de P,

vulgaris <cv. Moruna,.

e e e et et s repiemn,

Etanol NaOCl

Trata/oc Conc. Tempa'- w“Conc. Tempo

ne (%) (min.) _ (%) {min.)

1 - - 1,6 30

2 70 5 1,6 30

3 70 10 1,6 30

4 70 15 1,6 30

5 96 5 1,6 30

6 96 10 1,6 30

7 96 15 1,6 30




TABELA 7: Teste 2

garis cv. Moruna.

para esterilizacao de sementes de P,

56

vl

Etanol NaoCl
Trato/¢ Conc Tenpo Conc. Tempo
n® (%) (min) (%) (rmin)
1 96 5 2,86 10
2 96 5 3.9 10
3 96 5 5,2 10
4 96 10 2,6 20
5 96 10 3.9 20
6 96 10 5,2 20
7 95 15 2,6 30
8 96 15 3,9 30
9 96 15 5,2 30
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v
H

TABELA 3: Teste 1 para esterilizacao de folhas trifolialas

de P. vulgaris cv. Moruna.

NaOCl

Cong. Tempo
ne (%) {min)
1 1,0 3 -
2 1,3 3
3 1;6 3
4 1,0 6
5 1,3 6
6 1,6 6

TABELA 9: Teste 2 para esterilizacao de folhas trifcliola-

das de P. vulgaris cv. Moruna.

Etanol NaQCl

(96%) Conc. Tempo
ne (%) {min)
1 dip i,9 3
2 " i,3 3
3 " 1,6 3
4 " 1’0 6
5 " 1.3 6

6 " 1’6 6
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na, testando-se os diferentes RCs en varias interagaes diald
licas gue variaram conforme o ¢xperimento. Para cada intera
cao testada foranm feitas 10 repetigoes, utilizando-se fras

cos quadrados com 10 nl de meio sdlido.

Ao término da cultura primiria foran fel
tas leituras avaliando-ss a contaminagao, aspecto dos calos
e indugac de ralzes. Dois critérios foram utilizados para a
valiar o crascimento de calos: Indice de crescimento e aumery
to de peso fresco. Para a avaliagao do indice de Crescinento
atribuiu-se notas de 0 a 3 (FIGURA 1) conforme o tamanho do
calo. Hota zero foi dada ao explante que pernmaneceu viavel,
com bom aspecto, porém sem crescimento de calo. O indice de
crescimento foi determinado usando-se a seguinte fornula

(SODAHL & SHARP 1979):

n + 2n2 + 3n3 + 41’14 + Sns

onde: nl,2...5=ng de explantes com crescimento i, 2...5 res
pectivamente; N * n? total de repetigoes e n, ¥ n® de repeti
¢oes contaminadas. O crescimento de calos tarbn foi avalia
do pelo peso frescc dos calos obtidos. O valor do peso fres
co foi dividido pelo peso do explante inicial, utilizando-se
como avaliagao de crescimento o aumento de peso fresco dos
tecidos. Os calos foram tambdm avaliados quanto & cir e rigi
dez. A ‘indugao de ralzes foi avaliada por notas numa esca

la de zero a trés (FIGURA 2}, calculando~se una médiackacreg

. - 11 - . .
cimento de raiz por tratamento com firmula somelhante autili



FIGURA 1. Caracterizacgio de crescimento de

calos de tecidos de Phas

eoclusz vulgeris.

Avaliagao visual por volume de calos  com

notas variando de 1 a 5:

() calos de hipo

cotilos; (B) calos de folhas.

62
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FIGURA 2. Caracterizagao da diferenciacdo de
ralzes em calos de Phaseolus vulgaris. Avali
agao visual por intensidade de enralzamento

com notas variando de 1 a 3.

FIGURA 3. Caracterizacao de crescimentc de
calos de Phaseolus vulgaris derivados da cul
tura de apices meristemiticos. Avaliagdo vi

sual por volume de calos, com nctas variando

de 1 a 3.
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zada no calculo do Indice de crescimento de calos. A diferen

ciagao de ralzes foi tambdm avaliada quantc a presenca ou au

séncia. A partir dos dados obtidos de crescimento de calos e
- - - . 1

raizes foram construldos grificos para melhor expressar osg

resultados,

Ao término da cultura primaria, apds lei
tura, os calos obtidos Fforam inoculados nos meios secundé
rios IT, IIleIV (TABELA 10) visando indug3o de morfogdnese.
As culturas secundiarias foram mantidas sob condigdes de

temperatura e fotoperiodo controlados.

5.1, Cultura de diferentes explantes

Os seguintes explantes foram testados pa
ra a produgac de calos: embri3o, segmentos de hipocétiio, fo
lha trifoliolada, folha primfiria e cotilédone de P, vulgaris
¢v. Moruna. Os explantes foram cultivados no meio bisico I,
acrescido dos RCs KIN e 2,4~D nas concentracdes de 1; 5: 10;
20 e 50 yM em delineamento dial&lico, totalizando 25 trata
nentos com 10 repetigoes., A cultura primdria teve a duragao
de 25 a 26 dias. O crescimento de calos e ralzes foi avalia
do através de notas. Os calos obtidos na cultura primaria fo
ram inoculados no meio indutor II. Esta cultura secundériétg

ve a duragao de 90 dias.

5.2. Cultura em diferentes interacoes de reguladores de

crescimento

Diferentes RCs foram testados emn cultura
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primadria para a obtencdo de calos a partir de folhas prind
rias de P. vulgaris cv. Moruna. Como fonte de citocinina fo
ram testadas: KIN, 6-BA e 2ip nas concentragaes de 0; 5; 10;
20; 50 e 75 UM, Como fonte de auxina foram testadas: 2,4-D
(G; 1; 5; 10; 20 e 50 uM), IAA (0; 10; 20; 50; 75 e 100 uM)
e NAA (0; 5; 10; 20; 50 e 75 uM). Hove interacoes dialdlicas
de fontes de citocinina x auxina foram testadas utilizan -
do-se o meio basico I. Apds 29 dias de cultura, o crescimen
to de calos foi avaliado por notas e por peso fresco. A pre
senga ou auséncia de ralzes foram também consideradas. Os ca
los provenienfes destes nove experimentos foram inoculados

em meio secundario III e cultivados durante 100 dias.

5.,3. Cultura de diferentes cultivares

Diferentes cultivares foram testados para
a produgao de calos em culturas contendo a composigio do
meio basico I. Explantes foliares de P. vulgaris cultivares
Carioca, Pirata-l, Roxinho e Puebla-153, extraidos a partir
‘de folhas primarias, foram cultivados na combinagio dialéli
ca de 6-BA x 2,4~D (ambos nas concentracgoes de 1; 5; 10; 20
e 50 puM). Apds 29 dias de cultura primdria, o crescimento

de calos foi avaliado pelo aumento de peso fresco.

A indugao de calos também foi testada a
partir de folhas trifolioladas do cultivar Pirata-l no meio
badsico I suplementado com KIN x 2,4-D em interacdo dialdlica
(ambos nas concentragoes de 1; 5; 10; 20 e 50 uM)., A avalia

¢ao da inducao de calos foi feita por notas, aos 25 dias de
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cultura prinidria.

Os calos obtidos a partir da cultura de

explantes foliares dos diferentes cultivares, foran inocula
i ¥ “

dos no meic indutor IV onde permaneceram por 90 dias.

6. Lstabeleciemento de Cultura Liquida

Calos friaveis (com cerca de 30 dias de
idade) obtidos a partir da cultura sdlida de embriao, segmen
tos de hipocdtilo e cotilédone de P, vulgaris cv. Horuna,ser
viram como indculo inicial para o estabelecimento da cultura
de cé€lulas emn suspensac., O meio de cultura V foi utilizado
(TABELA 10). 2 esta composigio bAsica foi adicionada ou nZo
CH (2g/1) . Como indculo inicial utilizou~se cinco gramas de
calos em 50 ml de meio 1liquido, utilizando-se erlenmeyers de
250 nl de volume para estas culturas. Estes permaneceram em
agitador orbital horizontal com aproximadamente 150 rotagoes
por nminuto, em condigdbes ambientais de laboratdrio. O meio
de cultura foi renovado a cada trés dias, substituindo-se 302

da suspensao por meio lIquido fresco.

As cé&lulas em suspensio derivadas da cul
tura ligquida foram transferidas para meio sdlido VI ( TABELA
10), distribuldos em frascos de 50 mli, com 10 ml de meio em
cada. As c&lulas em suspensao foram,filtradas a vacuo, em
filtro de porcelana (filtro Buchner) de 15 cm de didmetro,
com papel de filtro "Whatman® no 1, para eliminar o meio li
quido. Este papsl de filtro, contendo uma camada superficial

de c&lulas, foi cortado com tesoura, enm condicoes assépti
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P
cas, em seygnentos de 1 cm”. Dstes scegrmentos foranm inoculados
no meio de cultura VI, mantendo-se a cultura sob condicoes

controladas, no escuro.

7. Lstabelecimento de Cultura de Apice leristenitico

Apices meristemiticos de P. vulgaris cv.

iloruna foram cultivados em diferentes meios sdlidos. Os meios
de cultura testados foram os sequintes: VII, VIIT, Ix e X
(TABELA 1C). Os apices meristeniticos foram cultivados s0b
condigoes controladas de iluminac3o (400-800 lux; fotoperio

do de 12 horas) e temperatura (26139C). Utilizou-se 20 repe

tigoes para cada meio de cultura testado.

8. Cultura de Apices Meristemiticos de 36 Cultivares de

Phaseolus vulgaris

8.1. Inducaoc de calos

0 meio de cultura sélido IX foi utiliza
do para induzir o crescimento de calos em 36 cultivares de
P. vulgaris (TABELA 4). Apice meristemdtico foi utilizado co
mo explante inicial, fazendo-se 20 repetigaes por cultivar.
Apds 35 dias de cultura foi feita uma avaliac3o de crescimen
to de calos através de um critério de notas jelodn cultivar.
Nota um foi dada quando o crescimento foi insatistatdrio; no
ta dois guando se obteve crescimento satisfatdrio e nota

trés para o crescimento Otimo (FIGURA 3).

8.2. Cultura liguida
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Calos obtidos a partir da cultura de &pi
ces neristemiticos no meio IX serviram como indculo inicial
para estudar o crescimento de células de 36 cultivares {TABE
LA 4), em cultura liquida. As condicoes de cultura, concen
tragao de indculo e renovacio de meio foram feitos conforme
me tOdCﬁ loglaadotadapara Ly .estabelecimento ..... d o Cu.lt.u.ra ..de Cé_
lulas em suspenszo do cultivar Moruna. Utilizou-se o neio
de cultura liquido V acrescido de CH (2g/1). As células cres
cidas neste meio foram filtradas e transferidas para o neio
sO0lido XI (TABELA 10). Para cada cultivar foram feitas cinco

repetigOes por tratamento, sendo os frascos mantidos em ca~

sa de vegetagao, durante 60 dias.

8.3. Indugao de morfogénese

Apices meristemiticos dos 36 cultivares
(TABELA 4) foram cultivados no meio so6lido X (TABELA 10) vi
sando o desenvolvimento de plantulas. Foram feitas 20 repeti
¢bes por cultivar. Apds 45 dias de cultura em condigbes de
luz e temperatura controladas, as culturas foran transferi
das para meio secundario com a mesma composicaoc do meio ante
rior (meio X), porém sem 6-BA. Metade das repeticdes  desta
cultura secundaria foi mantida na sala de cultura iluminada
e o restante em casa de vegetacao . Bpds 40 dias de cultura
secundaria, os cultivares que responderam melhor 3s condigdes
in vitro foram transferidos para meio tercilrio XII (TABELA
10) acrescido ou nao de GA3(2 M) . Ands 50 dias de cultura
em casa de vegetacgao, foi feita a avaliacdo final de cresci-

mento.
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8.4. Cultura de 3pices meristemiticos de'Palmital Precoce!

Submeristemas de P. vulgaris cv. Palmital
Precoce foram cultivados no meio bisico XiII, acrescido de
6-8aA (0,5 - 1,0 - 2,0 - 5,0 uil) e 2,4-D (0 - 0,025 - 0,05 -
0,1 uM) en ensaio dial&lico (16 tratamentos, 10 repetigoes),
ApOs quatro semanas de cultura primiria sob condigdes contro
ladas, os tecidos foram sub-cultivados no mesmo meio basico
XIIT(sem RCs) e transferidos para casa de vegetagao .
Cinco a seis semanas depois, as gemas obtidas foram subcul
tivadas no meio terciirio XIV. As plintulas em desenvolvimen
to foram transferidas para uma mistura de areia-~ vermiculite

(2:3) contendo o meio XIV, sem sacarose.

9. Testes de Meios de Cultura Regenerativos em Lequminosas

Tecidos de P. vulgaris cvs. Moruna e Pal
nital Precoce foram testados para regeneragao, repetindo~se
protocolos utilizados com sucesso em outras leguminosas. A
TABELA 12 apresenta a composig3o salina, RCs e aditivos orga
nicos, adotados nas culturas primarias e secundirias para
testar a capacidade regenerativa em 'Moruna' e 'Palmital Pre
coce'. Apresenta também a espécie e respectiva fonte de ex
plante onde tal metodologia levou a regeneracao de plantas in
vitreo. NOS experimentos con feijao foram testados tecidos de
rivados de &pice meristemitico, cotilddone, hipocdtilo e fo
iha primaria, extraidos de plantulas de sete dias de idade,

germinadas em condigOes estéreis no escuro. Para cada trata

mento foram feitas 20 repeticoes por explante. Cada periodo
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de cultura durou quatro senanas, anotando-se as respostas de
crescimento apds cada periodo. As culturas foran sempre nan

tidas sob condigoes controladas de luz e temperatura.

A metodologia apresentada por HANH et al.
(1981) para regeneragao em Psophocarpus tetragonolobus tam
bém foi testada em Phaseolus vulgaris cov. Puebla-=153. As se
mentes foram germinadas em frascos contendo o meioc de cultu
ra XV, Apds sete dias de germinacao, finas camadas celulares
{(contendo a epiderme) extraldas de hipocdtilo, folha primi
ria e cotilédone foram cultivadas no meio XVI. Calos obtidos
com 8 a 12 dias de cultura primaria foram transferidos para
mesmo meio basico, removidos os RCs, onde permaneceram por
40 dias. Tanto a germinacao de sementes como as culturas(pri
maria e secundiria) foranm feitas sob condicoes controladas

de luz e temperatura.

10. Cultura de Segmentos Nodais

Diferentes cultivares e condigdes de
cultura foram testados para a indugao do brotamento de ge
mas axilares em regites nodais de plintulas de feijao. semen
tes de 'Moruna', 'Pirata-l' e 'Puebla-~153' foram germinadas
em solugao agquosa de 6-BA (5 ou 10 ui). Metade das repeti
¢oes foram mantidas sob fotoperiodo de 12 h de luz. A outra
metade permaneceu no escuro, por un periodo inicial de 9
dias, quando entdo foi transferida para luz. Ands 12 a 15
dias de germinacao foi feita a leitura, observando-se o nﬁmg

ro e altura das gemas axilares desenvolvidas nas regices no
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dais das plantulas desenvolvidas. A regiac nodal corres
dente & insercdo dos cotilddones foi designada nd I, enguan
to gue a regido nodal correspondente A insercac das folhas
primarias foi designada nd II. MNeste exverimento foran fei

tas 30 repetigo 95/'Fu¢bh var ,/COH entracac de Smﬁﬁljcandigaa

de cultura.

Nun segundo experimento, sementes de 'HMo
runa' e 'Carioca' foram germinadas em frascos contendo Ts)
nmeio de cultura basico XIII (TABELA 10) acrescido de 6—~BA
(50 ui) e IBA (0,025 pl). Apds 19 dias de germinagac, as ge
nas axilares desenvolvidas nas regioes nodais das plantulas
(nd I e nd II) foram extraldas. Estas gemas Fforam denomina
das Gl. Apds a extrac cao das gemas Gl, os nds foran destaca
dos das pléantulas e cultivados no meio bisico XITT acresci
do de 6-BAa (20 uM) e IBA (0,025 uM) por um periodo de 17
dias. Apds este tempo, as gemas desenvolvidas denominadas
2, foram extraldas e os nds inoculados no meio basico XITI,
sem adig¢do de RCs. As genas desenvolvidas apds 25 dias de

cultura neste meio terciario foram denominadas G3 . Para cada

cultivar f@z-se 20 repeticdes,.

Ho experimento 3, sementes de '"Pusbla-
-153' foram germinadas no meio bisico XIII acrescido de 6-3RA
(20 uM) e IBR (0,025 uM) por 16 dias. Apds este perfodo, os
nds (nd I e nd II) foram destacados e cultivados durante 18
dias no melio XITIT, sendo que para metade das repeticgdes a
Crescentou-se 6=BA (20 pM) e IBA (0,025 uM). A outra netade

foi cultivada na presenga de 6-BA (5 ull) e IBA (0,025 uM).Un
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total de 30 repetigoes por tratamento foi utilizado.

Hum Ultimo experimento, sementes de 'Moru

na'

foram germinadas em solucio agquosa de 6-BA em diferentes

concentragdes, a saber: 5; 10; 20 e 50 uM. Apds 15 dias de
germinacac, os seqnentos nodais foram destacados e cultivados
no meio basico XITI, Para metade das repetictes, acrescentou-
-se ao meio basico os RCs 6~Br (5 pM) e IBA (0,025 uM). A ou
tra metade foi cultivada na presenca de 6-Ba (5 uM). Utiii

zou-se 20 repetigdes para cada tratamento tendo a cultura 20

dias de duragio.

Nos experimentos 2 a 4, a germinacao das
sementes e a cultura dos nos foram feitas sob condi.coes con
trocladas de luz (fotoperiodo de 12 hs; 400~300 lux) e tempera

tura (26 x

3°C). Na leitura destes experimentos foram anota
dos o nGmeroc de gemas axilares desenvolvidas por nd e a altu

ra das gemas.
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IV. RESULTADCS E DISCUSSAO

1. Estexilizacdo do Material Vegetal

Sementes cu folhas adultas trifolioladas

de P. vulgaris cv. Moruna foram utilizadas como fonte de ex

plantes, para a realizacao dos experimentos de cultura de te
cidos in wvitro de feijao. Testes de esterilizaclo foram rea
lizados com ambas as fontes de explantes, para encontrar tra
tamentos eficientes na eliminagdo de contaminantes  externos
e obtengao de explantes assépticos e viidveis. Esta desinfec
cao superficial deve eliminar completamente gualguer forma
de microoxrganismo do explante em cultivo pois, caso contré
rio, haveria o desenvolvimento rapido de coldnias com conse

quente morte do material vegetal.

Material vegetal asséptico & normalmente
obtido utilizando-se um dos sequintes métodos: (a) desinfec
¢ao de sementes (LINDSEY 1967), (b) remocio assiptica de se

mentes de frutos (WHITE 1943), (c) remogao assdptica de em
brides de sementes previamente esterilizadas (MIFLIN 1969},
(d) esterilizagao superficial de Orgaos de plantas adultas
(BAKER & PHILLIPS 1962). Os diferentes métodos de esteriliza
¢ao nao apresentam os mesmos resultados quando repetidos . em
outros locais, utilizando-se ou nao as mesmas espd@cies vege
tais. Isto porgue varios fatores podem modificar o indculo

presente no material vegetal, tais como: tipo especifico =1

nivel de indculo que parece ser caracteristico de cada espé
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cie (SWEET & BOLTON 1979): lotes de sementes com diferentes
intervalos e tinos de arnazenarento: condigoes ambientais de
desenvolvimento do material vegetal festufa, campo etc) jgrau
de resisténcia de microorganismos ds solugdes esterilizan
tes, entre outros. Desta forma, o melhor tratamento esteri
lizante para-deterninado- material-vegetal, considerando sua
origem, deve ser escolhido em testes de esterilizacao pré
vios. Este tratamento esterilizante deve ser de execugao sim
ples, nao deletérioc no material vegetal e com alta eficién

cia de controle da fonte de indculo original.

1.1, Testes de esterilizacio de sementes

Embora exista em literatura (SWEET &
BOLTON 1279) numerosos procedimentos para esterilizacao de
sementes, poucas publicagaes relatam seus efeitos nas plan-
tulas resultantes das sementes tratadas. Neste trabalho, pa
ra a escolha do melhor tratamento esterilizante, considerou—
—se simultaneamente a eficiéncia de esterilizacao e a viabi
lidade da semente, a fim de obter o maior nlmero de plan-

tulas estéreis e sadias.

Os resultados dos testes para esteriliza
cao de sementes de P. vulgaris cv. Moruna sao apresentados
nas TABELAS13e 14, A anilise dos resultados do Teste 1 (TABE
LA 13) mostrou que a esterilizacZo com hipoclorito de sddio
a 1,6% por 30 minutos nao foi eficiente para eliminar os con
taminantes externos da semente (70% de contaninacfo). Este

tratamento porém foi o que menos afetou a viabilidade das se
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nentes (67% germinadas entre as nao contaminadas). Nos trata

mentos esterilizantes seguintes, as sement

]

s foram esteriliza
das com etanol e en sequida com Na0Cl 1,6% - 30 min. Hestes

tratamentos houve uma diminuicao na vorcentagem de contanina

Gao e na viabilidade das sementes, Quando na primeira etapa
de esterilizagéo 0 etanol foi usado a 70% por 5, 10 ou 15
min, a porcentagem de contaminacao diminuiu de 58§ para 37 e
25% engquanto que a viabilidade das sementes diminuiun de 50

para 42 e 33%, respectivamente. Quando na primeira etava de
esterilizagao utilizou-se etanol a 96% obteve-se uma  contami
nagéo média de 20% con os diferentes tempos de tratamento no
etanol, enquanto que a viabilidade das sementes diminuiu de
56 para 29 e 28% com o aumento de tempo de tratamento em eta
nol de 5 para 10 e 15 min respectivamente. O etanol 96% mos
trou-se efetivo em diminuir a contaminac3o das sementes. A
Viabilidade das sementes diminuiu com un maior tempo'de trata
- mento em etanol. Isto se deve 3 acgao desidratante prolongada
do etanol, com o seu efeito na superficie externa da semante,

facilitando a penetragdo da solugio de hipoclorito de sddio.

SWELT & BOLTON (1973) ao testaren diferen
tes tratamentos para a esterilizacao de sementes de espinafre,
observaram o efeito deletério na viabilidade das sementes,
quando tratadas por tempo prolongado em HaOCl. Sementes de
espinafre tratadas com NaOCl a 5% por 60 & 120 min, apresenta
ram apds 6 dias, 16 e 12% de contaminagio e 81 e 45% de germi

nagao, respectivamente.

O comprimento médio dos hipocdtilos de
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feijao, obtidos das sementes submetidas ao Teste 1, foi cal
culado. Considerou-se que o melhor tratamento de .esterilizg
¢ao foi aquele que permitiu melhor germinagac e desenvolvi
nento normal de plantulas. Os hipocdtilos foram nmais longos
guando naoc foi usado etanol na primeira etapa de esteriliza
¢ao (7,4 cm). Com etanol 70%, obteve-se um comprimento médio
de 5,9 cm e com etancl 96% a média de comprimento dos hipocd
tilos abaixou para 4,6 cm. 03 resultados mostran que o eta
nol, apesar de ser efetivo em eliminar contaminantes exter
nos a casca das sementes, pode afetar a germinacac das nes

mas.

A partir dos resultados anteriores anali
zados, o Teste 2 fol montado procurando-se estudar os efel
tos da segunda etapa de esterilizacao, utilizando~se maiores
concentragoes de hipoclorito de sddio e variacoes de tempo (TA
BELA 14). O aumento do tempo de tratamento com etancl 96% de
5 para 10 e 15 min foi efetivo em reduzir as porcentagens de
contaminacao de 35 para 11 e 5%, respectivamente. A viabili
dade das sementes foi de 59, 65 e 113, regspectivamente ac au
nento de exposicao ao etanol. Os resultados mostraran gque 15
nin de tratamento en etanol inibe a germinacdo das sementes,
quando na 29 etapa de esterilizacao utiliza-se NaOCl por 30
min. Este efeito pdde também ser notado analizando-se o con
prinento médio dos hinocdtilos das sementes germinadas apos
tratamento em etanol (96% 15 min) e HaOCl (30 min) que foi
de 4,2 cm. Quando as sementes foram tratadas apenas por 10

e 5 min com etanol e c¢om HaOCl 20 e 19 min, o comprimento
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madio dos hipocdtilos Ffoi de 0,3 e 6,3 cnm, respectivanente .
Os tratamentos em etancl por 10 wmin e NadCl nor 20 min foram
o5 mais efetivos, uma vez ques nestes traﬁamentos as porcenta
gens de contaminacdo foram baixas e a viabilidade das semen
tes nao foi nmuito afetada em relacdo aos tratamentos com ne
nores tempos de esterilizacao. MNestes tratamentos, com o au
mento da concentragéo de NaCCl de 2,6 para 3,2 e 5,23 obtg

ve-se 9, 10 e 15% de contaminagao e 75, 72 e 47% de gernina

¢ao, respectivamente.

Os resultados mostraram que as sementes
de feijao contém contaminantes que n3o podem ser completamen
te eliminados sem yue sejam afetados parcialmente a gernina
cac e o desenvolvimento das plintulas. Adotou-se o tratamen
to 5 do Teste 2 de esterilizacao das sementes (10 min emn eta
nol 96%, seguido de 20 min em NaOCl 3,%% como o mais adequa

do para as sementes a serem usadas como fonte de explante.

1.2, Testes de esterilizacdo de folhas trifoliocladas

As TABELAS 15 e 16 apresentan os resulta
dos dos testes para esterilizacldo de folhas trifolioladas de
P, vulgaris cv. Moruna. Os dados apresentados foram obtidos
de leituras feitas apds 7 dias de incubacao dos explantes fo

liares.

Quando as folhas foram esterilizadas ape
nas com hipoclorito de sodio (Teste 1, TABELA 15) a contamina
¢ao en qualquer tratamento foi sempre inferior a 10%. Poreén,

notou-se © aparecimento de pontos necroticos nos explantes
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foliares expostos a 6 rmin de esterilizacac (tratamentos 4, 5

e 6). Os tratamentos de esterilizagio com NaOCl a 1 ; 1,3 e
1,6% por 3 min mostraram—-se eficientes pelas baixas porcenta
gens de contaminagao apresentadas (9 ; 9 e 73 respectivamen
te) e pela total viabilidade dos explantes. Desta forma, o

aumento de concentragao do agente esterilizante e do tempo
de esterilizagao nao melhoraram a esterilizacio, mas sim re

duziram a viabilidade dos explantes foliares.

No Teste 2 para esterilizagao. de folhas
trifolioladas (IABELA 16) foram repetidos os tratamentos do
teste anterior, acrescentando-se uma pré-imersao rapida (dip)
ern etancol 96%., O pré-tratamento em etanol diminuiu a viabili
dade dos explantes. A porcentagem de explantes nao viaveis
foi aumentada com o aumento da concentracao do HaOCl e com
0 aumento do teﬁpo de esterilizacao. As folhas esterilizadas
per 3 min tiveram sua viabilidade diminuida de 93 para 76
e 46% com a variacao da concentracio de NaOCl de 1,0 para
1,3 e 1,6%, respectivamente. Estes resultados sugeriramn que
o pré—tratamento das folhas com etanol causou danos 3 epider
me tendo—se como consequéncia uma maior penetracao do HaoCl
nas folhas. Ainda neste Teste 2, os tratamentos de esterili-
zacao de 6 min em NaOCl nao produziram resultados satisfatd
rios. As porcentagens de viabilidade foram baixas {36 ; 7 e
1%) e as porcentagens de contaminacao foram de 33 ; 33 e 20%
usando—-se NaOCl a 1,0 - 1,3 e 1,6 respectivamente. 0s niveis
de contaminagao foram mais altos nos explantes submetidos a

tratamentos de 6 min em NaOCl. Este resultado & interpretado
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pela infecgdo secundaria de patdaenos saprdfitas nos exnlan

tes nao viaveis.

hinalizando~se conjuntamente os Testes 1
e 2 para a esterilizacido de folhas trifolioladas, constatou-
—“se que com o tempo de 3 nmin de esterilizaclo em NaOC obte
ve-se bailxa norcentagen de contaminagﬁa (menor cue 10%) e to
tal viabilidade dos explantes que nao tiveran pré~tratamento
em etanol. Weste tempo de exposicao (3 min), o aumento de
concentracao do NaOCL de 1,0 até 1,6% n3o promoveu diminui

cao efetiva de contaminacao.

0 HaoCl a 1% por 3 min foi escolhido co
mo tratamento esterilizante das folhas trifolioladas a serem
utilizadas como fonte de explantes durante a realizacio dos
experimentos, uma vez que este tratamento foi o menos tExico,
obtendo-se explantes com Otimo aspecto. Considera-se que o
melhor tratamento de esterilizacdo & agquele que pernite
obter os mais baixos Indices de contaminacao e o maior niime
ro de explantes viaveis. KELLER et al., (1972) observaram gue
a formagao de novas cé&lulas en seccdes de sementes imaturas

de café ocorreu nas reqides cue ndo tinham sido afetadas du

rante a esterilizacio.

2. Estabelecimento de Cultura Sélida

2.1. Cultura de diferentes explantes

Diferentes exnlantes do cultivar Moruna

foram cultivados em ensaiocs dialélicos no meio de MS (meio
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basico I). A escolha de um meio basal adequado vpara a cultu
yYa in vitro de uma espécie vegetal & de fundamental inportan
cia. LIAU & BOLL (1970) avaliaram a eficiénecia de diferentes
composigoes salinas na produgdo de cales de feijio (P, vulga
ris cv. Contender). A maior proliferacac e o melhor aspecto

(creme e friivel) dos calos ocorreu no meio contendo 05 sails

mineirais de Mg, en csmparagﬁo com outros testados, tais cQ
mo White, RM e B5, No neio de MS também foi obtida a menor
razao de peso seco vara peso fresco indicando que, as célE
las crescidas neste meio estavam grandenente expandidas. Pa
ra alfafa (WALKER et al. 1973) a inducdo e proliferacio  de

calos foi substancialmente maior na composici3o biAsica de si

do que no meio de Rlaydes.

Procurou~se estudar as respostas de cres
cimento de cada tipo de explante de feijao para uma 'mesma
combinagao de reguladores de crescimento (XIN x 2,4~-D, ambos
variando de 1 a 50 pM). Sabe~se mue as condigoes nutricio
nais necessirias para o crescimento variam com a origem e o
tipo de tecido (HILDERRANDT et al., 1963). Parcce que a capa
cidade regenerativa das culturas pode ser influenciada nao
somente pelas concentragces auxina-citocinina, nas tambénm ne
la origem do tecido (GREEN & PHILLIPS 1975, TISSERA% et gl.
1573, SHARP e¢ al. 1980) consideradas constantes as demaig

condigbes de cultura,.

A leitura dos resultados, feita apds 25~
26 dias de cultura no escuro, utilizando-se como Fontes de
explante: hipocbtilo, cotilBdone, embrido, folha primiria e

trifoliolada nmostrou porcentagens de contamina§5o de 6,0 ;
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2,45 8,8 ;12,0 e 3,2 respectivamente. As FIGURAS 4 a 3 mos
tram os Indices de crescimento de calos e raizes obtidos a
pOs a cultura primiria destas fontes de exnlantes.

0 malor indice de crescimento de calos
(3,6) a partir de hipocdtilo foi obtido com KIN (5 uM) e

2,4-D (1L ou 10 uM). Nao foram observadas nitidas diferencas

de resposta a indugdo de calos com a variaci3o da  concentra
cac de KIW, na faixa de concentracao estudada. Quanto ao

2,4-D, notou-se uma redugao de crescimento com 0 aumento da
concentracao desta auxina, porém sem variacbes muito acentua
das nos Indices de crescimento (FIGURL 4). Resultados seme
lhantes foram encontrados por SHIMADA et al. {(1969). A KIn
nac exerceu infludncia (estimulatdria ou inibitdria) na for
nagao de calos de trigo derivados_ de segrnentos de raiz de
plantulas. J& BEVERSDORF & BINGHAM (1977), observaram signi
ficante interagao entre diferentes concentragdes de  KIN e
2,4-D, em culturas de soja. Aunento substancial do peso freg
co de calos derivados de hipocdtilos de G. maxr ocorreu conm

o aunento da concentracao de 2,4~D e KIN.

A indugao de raizes nos calos derivados
de hipocOtilos do cultivar Moruna foi limitada s baixas con
centrag'ées de 2,4-D (1L e 5 pi), independentenente da concen
tracao de KIW utilizada (FIGURA 4. Para trigo (SIHIMADA et
al. 1969) e soja (BEVERSDORF & BINGIAM 1577) a inibicio  do
desenvolvinento de raizes tambdm ocorreu em niveis superio
res a 5 ull de 2,4-D, GRANT & FULLER (1963 tam:3m obtiveram

inibicao de ralzes en calos de Vieia faba, com o aumento da
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RAIZ GCALOQ

FIGURA 4. Crescimento de calos e raizes a partir de hipocé
tilos de Phasecolus vulgaris cv. Moruna induzido por KIN
e 2,4-~D, apds 25 dias de cultura no escuro. Dados de 7 a

10 repetigdes. Avaliacgao por Indice de crescimento.
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FIGURA 5. Crescimento de calos e raizes a partir de cotild
dones de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por KIN e

2,4-D, apds 26 dias de cultura no escuro. Dados de 7 a 10

repetigOes. Avaliagao por Indice de crescimento.
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FIGURA 6. Crescimento de calos e,ralzes a partir de embriSes
de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por KIN e 2,4-D,
apbs 26 dias de cultura no escuro. Dados de 7 a 10 repeti-

gbes. Avaliagac por Indice de erescimento.



1
Q = N sl

FIGURA 7. Crescimento de calos a partir de folhas primi-

rias de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por XIN e
2,4-D, apds 25 dias de cultura no escuro. Dados de 7 a 10

repetigoes. Avaliagao por Indice de crescimento.

S0
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FIGURA 8. Crescimentc de calos a partir de folhas trifolio-
ladas de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido KIN e 2,4-D
apds 25 dias de cultura no escuro. Dados de 7 a 10 repeti

¢oes. Avaliagio por Indice de crescimento.



92

concentragao de 2,4-D no meio de cultura. Para esta espacie

porén, a concentragao inibitdria foi de 1 i, indicando gue

3

-

existe uma diferenca de sensibilidade entra as especioes, a

inibigao de diferenciag@o e crescimento de raizes.

Para calos obtidos de cotilddones o indi
ce de crescimento mais alto foli constatado na comsinacao  de
KIN (10 uil) e 2,4-D (5 uM). Uma leve tendénecia a inibigdo de
crescimento de calos foi observada com o aunento de concen
tracac de 2,4~D de 5 para 50 uM, engquanto que as variacgoes
nas concentracoes de KIN proporcionaram diferentes intera
goes de crescimento. A concentracdo de 2,4~D de 1 uM foi con
siderada insatisfatdria para a obtencao de calos a partir de
cotilédones. A inducio de raizes ocorreu na ampla faixa de
reguladores de crescimento estudada, a nao ser nas suas con
centragoes mais altas ou seja, na presenga de 2,4~D a 50 uM
en combinacdo com KIN em niveis superiores a 10 uM. A melhor
obtengao de raizes ocorreu na presenga de 2,4-D (5 uM), indi
cande novanente que este RC seria o principal cormponente do
meio na indugao de raizes (FIGURA 5). Estes resultados de
monstram due as interagoes entre RCs sao altamente Signifi
cantes na regulagao da proliferacio de cdlulas e diferencia
cao. Este fato foi bem discutido por SKOOG & MILLER (1957) e
TRAN THANH VAN (1974) quando demonstraram que a organogenese
em tecidos de fumo cultivados in vitre era controlada pelas
concentragoes relativas de auxina e citocinina do meio de

cultura.

Utilizando-se embrices como explantes i
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niciais tamnbém se obteve dtimos indices de crescimento de
calos. O maior Indice de crescimento foi obtido com RIN(20
Wi e 2,4-pD {5 uM). Novamente nio foi observadé nitida res
posta para as variagoes dos niveis de XKIN. A indugao de rai
zes foil limitada &s baixas concentracoes de 2,4~D (1 e 5 '),
resultado semelhante ao obtido quando se usou hipocdtilo co

mo fonte de explante indicando que, anhos exigem o0s mesmos

niveis de auxina para a indugao de raizes (FIGURA 6).

BEVERSDORF & BINGHAM (1977) ac testarem

96 combinacoes dialdlicas de KIN x 2,4-D, na cultura de segq

mentos de hipocdtilos de G. max observaram que, O crescimen
to maximo de calos ocorreu em combinagoes de RCs que propor
cionaram limitada diferenciac@o de raizes. No presente traba
lho,nas combinagoes de RCs que induziram maior proliféragﬁo
de calos, forar também observadas altas frequéncias de dife

renciagao de ralzes, utilizando-se hipocdtilo, embriioc ou co

tilédone como explante.

Un indice maximo de crescimento igual a
4,1 foi obtido quando se cultivou segmentos de f£olha primé
ria, na combinagao de KIN (20 wi) x 2,4-D (10 pi). Altos In
dices de crescimento de calos foram obtidos na ampla faixa
de interacgao dialélica testada (1 a 50 uH) , mostrando esta

fonte de explante responde facilmente 3 indugao de calos

(FIGURA 7).

0 maior indice de crescimento de calos
{3,5) obtido a partir de folhas trifolioladas foi encontra

do utilizando-se KIN (50 uM)} e 2,4-D {5 pM). Uma nitida res
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posta de crescimento de calos foi observada conm a variagao
da concentracgao de 2,4-~D (1 a 50 M), notando-sec  claramente
una acentuada queda nos Iindices de crescimento con o aumento

da concentracde desta auxina (FIGURA 3).

Quando se usou folhas (primiria jovem ou
trifoliclada adulta) coms foits de explante on meio de cultu
ra contendo XKIN e 2,4~D, nao ocorreu morfogénese de ralzes
em nenhuma das combinagoes hormonais testadas. Isto sugexre
que estes tecidos n3o seriam sensiveis 3 inducdo de raizes,
na presenga destes dois RCs ou que, os niveis de RCs necessa
rios para estes explantes foliares seriam bem diferentes dos
que induzem raizes em culturas de outros tipos de explantes,
tais como: embrizo, hipocdtilo e cotilédone. HADDON & HORTH-
COTE (1976) observaram que a inducac e a quantidade de rai

zes produzidas em culturas de feijao, variaram em funcio dos

RCs e da fonte de explante.

Considerando~se as Otimas respostas a
indugac de calos a partir de varios explantes, o meio de cul
tura utilizado foi considerado.satisfatério para a cultura
in vitro de tecidos de feiijao. Estas culturas, feitas na pre
senga dos sais inorganicos de IS e dos RCs KIN e 2,4-D sen
pre produziram calos de boa consisténcia {(agquoso~friivel) e
nao oxidados (cor creme). As culturas foram tambéen avaliadas
quanto & cor e consisté@ncia dos calos pois, tem sido sugeri
do que culturas de tecidos com o objetivo de diferenciacao

de plantas devem conter calos estruturados e de natuerza fri3

vel (FRIDBORG 1971, PHILLIPS & COLLINS 1979a) . TORREY (1967)
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encontrou quz calos de ervilha com coloracac marrom (oxida
dos), textura rigida e pouco frifiveis nfo tinhan a capaci
a P e e

dade de desenvolver primdrdios de ralzes, enbora crescessen

prontamente no neic utilizado, Calos friaveis de Stylosan
L

thes hamato puderan ser mantidos em estado indiferencia-
do por pelo menos 15 meses sem perderem sua.capacidade rege
nerativa <uande transferidos para condigEaS indutoras {3C0OYW

CROFT & ADAMSON 1975). BEACH & SMITH (1979) relataran que g

regeneracao de plantas de T. pratense e 7. incarratun ocor
reu mais £frequentemente em calos brancos, friaveis e com

regites esverdeadas do que em calos uniformemente verdes.

As diferencas de resposta encontradas
nas culturas de feijao conforme o tipo de explante utiliza

do, mostraram grande especificidade. LIAU & BOLL (1970) ob
servaram que; 0 crescimento de calos derivados ds diferentes
explantes (raiz, hipocdtilo ou cotilédone de feijio) cultiva
dos em varios meios de cultura foi muitc similar en aparén
cia morfoldbgica. No entanto, deve-se ressaltar aqEe 08 naelos
de cultnra utilizados por LIAU & BOLL (1970) variaran prin

cipalmente quanto a composicao salina, de aminofcidos e b

{0

lo

nétodo de esterilizacao.

Os resultados obtidos com o cultivar Mo
runa permitiram verificar que os experimentos dialélicos
conm KIN e 2,4-D foram bastante especificos na deteccio de va

riagoes enddgenas, conforme a origem do explante.

A folha (primaria ou trifoliolada) de P.

vulgaries cv. Horuna fol a fonte de explante que forneceu a
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melhor resposta para a inducao de calos na oresenca  dos ROs
KIN e 2,4-D, uma vez que os indices de crescinento forém ale
vados e nao se observou morfogdnese de rafzes. A ausencia do
raizes se justifica uma vez que, combinagoes hormonais que
propician o desenvolvimento de raizes, ni3o s3o favoriveis
ao desenvolvimento de gemas vegetativas (SKOCG & MILLER 1857,

TRAN THANH VAN & TRINH 1973).

As relagoes entre conecentracdes de  RCs
e tipo de organogénese em cultura de tecidos de leguminosas
foram claramente evidenciadas por WALKER of al. (1978) em cul
tura de alfafa. As concentragles Stimas de KIN e 2,4-D para
a organogénese de parte adrea foram diferentes das concentra
¢oes Otimas destes RCs para a morfogdnese de raizes, a par
tir da cultura de calos. Na grande maioria dos trabalhos de
cultura de tecidos a diferenciacdo de parte adrea precede a
diferenciagio de ralzes (SKOOG & MILLER 1957; REINERT 1973;
STREET 1977a,b; EVANS et gl. 1981). Entretanto, no caso de
Stylosanthes hamata ocorreu a diferenciacgao de ralzes cquando
0s calos foram cultivados em meio de cultura zem RC (SCOE
CROFT & ADAMSON 1976). OQuando estas culturas foram transferi
das para meio contendo KIY, houve a indugio de narte adrea.
Estes autores notaram porém, que partes adreas formadas en
calos contendo elevado nimero de requanas ralzes criginaram
plantas menos robustas., Nota-se assin, que nesta leguminosa
as condigdes de cultura que favoreceran a diferenciacao de
poucas raizes permitiram também a diferenciacao de parte ad

rea.

0 uso de folhas trifolioladas & nenos
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recomendavel em relagao a0 emprego de folhas primarias co
mo fonte de explante inicial. s folhas trifolioladas sao
obtidas de plantas cultivadas em casa de vegetacao por cerca
de 20 dias que en segulda deven sofrer uma esterilizacgao 51
perficial. As folhas nrimirias siaoc extraldas de plantulas
com 7 dias de idade, obtidas da senentes germinadas e con
digoes estéreis e portanto, evita-se danos a estas folhas pe
lo tratamento com solugoes esterilizantes. Fontes convenien
tes de explantes que sac menos afetadas pela esterilizacao,
sao mais dndicadas, McCOY & BINGHAM (1977) por exemplo, sele
cionaram ovarios imaturos de alfafa, entre outras fontes de
explante, a fim de evitar efeitos preijudiciais conseguentes
da esterilizagao. A folha primaria foi portanto selecionada
como fonte de explante mais indicada para a indugio de calos
de feijao. Os calos obtidos a partir de hipocdtilo, cotilédo
ne e enbrido apresentaram alta frequencia de diferenciacao
de rafzes enguanto gue, as folhas trifolioladas necessitam

de esterilizagac direta.

Calos obtidos com a cultura primiria de
diferentes explantes do cultivar Moruna foram transferidos
para o meio indutor II contendo somente KIN (10 ui). Segundo
FOSKET & TORREY (1969) e TORREY & FOSKET (1970) a citodifg

renciacao enm soja e ervilha & dependente dos altos  niveis

o

de citocinina. A XIN é efetiva em nmanter o potencial de for

macao de embrides em culturas sdlidas de cenoura por um lon
go periodo (HALPERIN 1966) e permite a diferenciacio de  em

brices de aspargo em concentracces acima de 0,5 pM(WILLMAR &
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UDLLENDOORIT 1963). En Apium, XIH na concentracio do 0,5 Ukt

promove cemnbriocgenese (HALPORIN & JENSDH 1967).

Apds 16 dias em meio indutor foi observa

do em tecidos obtldos a nartir da cultura de embriao a pre

A

senga de gemas vegetativas, originadas nrovavelnente nelo

Ly

desenvolvimento de regioes rmeristematicas nré-existentes no
erbriaoc {(FIGURAYA.). PVeve-se iInterpretar criticamente este i
de resultado, uma vez qua a ocorréncia de plintletes en
nassas de calos derivados de cultura de embrido, apds a zemg
cao da auxina do meio de cultura, & simplesmente o resultado

do desenvolvimento do meristena apical do embriac cultivado.

Calos obtidos a partir de outras fontes

de explante (como hipocdtilo, cotilédone, folha primiria e
trifoliolada) pernaceceran por 90 dias em meio indutor sen
auxina, na presenca de KIN, sen apresentaram gualguer indi

cio macroscdpio de diferenciacao de parte a2rea.

STREET (1976, 1973) desenvolveu o concel

to de gue a inducao de divisaoc (levando & formagao de calos

a partir de tecidos do explante) nao revela nor si sd a to
tipoténcia das células e gue este evento posterior depende
do estado fisioldgico das células nc explante e das con—

digoes operantes na cultura primaria. A importancia do esta
do fisiologico das c2lulas no explante & bem evidenciado en
varios exenplos, onde culturas embriog@nicas sao mais pronta
nmente obtidas a partir de botoes florais, ou plantletes deri

vados de embrides somaticos. Similarmente, culturas com capa



FIGURA 9. Desenvolvimento de gemas a
picais de Phasealus vulgaris cv. Mo
runa. (A) Cultura de embrizo; (B)Cul
tura de dpices meristematicos nos me
ios: (I) NOVAK (1977), {(ITI) MOREL &

MILLER (1964), (ITI)KARTHA & GAMBORG

(1975) e (IV) KARTHA et al. (1979} .
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cidade regenerativa frequentemente nodem ser obtidas a par
tir de tecidos da planta jovem, mas nac da planta adulta

(SHARP et al. 1980).

2.2. Cultura em diferoentes interacoes de requladores de

crescimento

Folhas nrimirias foranm usadas como fonte
de explantes para testar diferentes interagdes dialdlicas de
reguladores de crescimento (RCs), combinando-se una auxina
(2,4-D; IAN ou NAA) com uma citocinina (KIt; 6-~BA ou 2ip),
visando selecionar as melhores fontes de RCs e respectivas
relagoes de concentra¢des para a producio de calos do culti

var Moruna.

Esta série de experimentos baseou-se no
conhecimento de que a indugao de morfogdnese frequentemente
ocorre em resposta a alteragdes nas relagdes de concentracio
dos RCs, as guais podem ser decisivas para determinar o tipo
e a frequéncia de diferenciacio. Exemplos de tal regulacao
sao vistos em tecidos derivados de parénguima medular de cau
le de fumo (SKOOG & MILLER 1957) ou de explantes foliares de
tomate (PADMANABHAN et al. 1974), onde as razdes de concen
tragdo de KIN e IAA exSgenas determinam o nivel de crescimen
to de calos e o tipo de morfogénese. Similarmente, em cuitg
ra de folhas de café, as interagaes de KIN e 2,4-D durante a
cultura primaria tem efeito nitido nos Tndices de diferen

ciagdo das culturas sccundarias (SHARP et al. 1980).

O crescimento de calos foi avaliado pelo

UNICAMD
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aumento de peso fresco e pelo Indice de créscimento. OUs dois
critérios utilizados expressaram resultados semelhantes, O
crescimento de calos, nas diferentes interacoes dialé&licas
de RCs, foram discutidos somente em relagido ao peso fresco
dos tecidos. A contaminac¢do das culturas primirias foi sem
pre menor que 5%. O0s resultados das culturas em diferentes
interagoes dialélicas de RCs sado apresentados nas FIGURAS 10
a 15,

la interacdo 6-BA/2,4~D (0 + 5 ; 10 : 20
50 7 75/0 i1 5 5 10 ; 20 ; 50 uM) o maior aumento de pesoc
fresco foi obtido com 2,4-D (50 uM) e 6-BA (5 uM) (FIGURA 100
As faixas de concentracoes consideradas étimas para a indu
¢ao de calos foram 2,4-D entre 20 e 50 pM, juntamente com
6-BA entre 5 e 10 uM. Na auséncia de 6-BA, o 2,4-D foi capaz
de promover bom crescimento de calos na faixa de 5 a 50 uM,
porém estes calos foram sempre de consisténcia aguosa. Resul
tado semelhante também foi citado por WITHAM (1968) em calos
de soja e PHILLIPS E COLLINS {(197%a) em calos de trevo verme
lho (I'. pratense). Na presenca de 6-BA 0s calos de feijfo se
tornaram mais firmes, sendo muito rigidos na concentracio de
75 M. Na faixa de concentracao de 5 a 50 pM de 6~BA, obteve-
-se o0s melhores calos quanto ao aspecto de rigidez (frié
veis), independentemente da concentragao de 2,4-D utilizada.
Todas as interacoes de 6-~BA/2,4~D promoveram a inducao de ca
los de cor crene.

Ma interagao 2ip/2,4-D (0 ; 5 ; 10 ; 20;
50 ; 75 /0O ;1 ;5 ; 10 ; 20 ; 50 uM) obteve-se unm progres

sivo escurecimento dos calos com o aumento da concentracao
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CGALO
I — 100X

— 80X
-~ 60X
l - 40X

— 20X

FIGURA 10. Crescimento de célos a partir de folhas primarias

de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por 6-BA e 2,4-D,
apds 29 dias de cultura no escuro. Dados de 8 a 10 repeti

coes. Avaliacao pelo aumento de peso fresco do tecidao.
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CALO
HoX

80X
60X
40X
20X

ox

FIGURA 11l. Crescimento de calos a partir de folhas primarias

de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por 2ip e 2,4-D, a

pds 29 dias de cultura no escuro. Dados de 9 a 10 repetigoes.

Avaliagao pelo aumento de peso fresco do tecido.
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CALO
100X

BOX

60X
40X
20X

00X

FIGURA 12. Crescimento de calos a partir de folhas primarias
de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por KIN e 2,4-D, a
pds 29 dias de cultura no escuro. Dados de 7 a 10 repeticdes.

Avaliagao pelo aumento de peso fresco do tecido.
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SEM RAlZ JI COM RAZ

CALO
~ 00X
l ~ 80X
~ 60X

I | - 40X

- 20X

FIGURA 13. Crescimento de calos e raizes a partir de folhas

primarias de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por 6-BA
e IAA, apds 29 dias de cultura no escuro. Dados de 8 a 10 re
peticdes. Avaliacdo pelo aumento de peso fresco do tecido(ca

los) e pela presenca ou auséncia de raiz.
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SEM RAIZ J/ COM RAIZ

CALO
100 X

] 80X
60X

40X
| | 20%

FIGURA l4. Crescimento de calos e raizes a partir de folhas
primadrias de Phaseolus vulgaris cv. Moruna induzido por 2ip-Ae
IAA, apds 29 dias de cultura na escuro. Dados de 9 a 10 repe
tigoes. Avaliagcdo pelo aumento de peso fresco do tecido {ca

los) e pela p:r:senca ou auséncia de raiz.
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SEM RAIZ J/ COM RaAIZ

CALO
I ~ 100X
- 80X

~ 60X
!. = 40X

FIGURA 15. Crescimento de calos e ralzes a partir de folhas
primarias de Phaseolué vulgaris cv. Moruna induzido por XIN
e IAA, apds 29 dias de cultura no escuro. Dados de 9 a 10 re-
petigoes. Avaliagdao pelo aumento de peso fresco do tecido

(calos) e pela presenga ou ausencia de raiz.
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de 2ip. A consisténcia frifvel dos calos foi obtida na rela
cao 1/1 de 2in/2,4-D en todas as interacces testadas. Ouanto
mador Fod o aat - Pyt t e Tt - - - e
BAalory 01 e5tTda 3’.@1:3.‘1,&1‘:); mais TLJLUOS foram os CcijLOS; gquanto

menor, O0s calos se tornaram mals aquosos. A infludneoia

da in
teracac citocinina/auvina na friabilidade de calos foi tam
DEm observada em experimentos com tecidos foliares de  cafd
{SONDANIL & SHARP 1972). Ouanto. naior a-concentragio- de KIN

mais rigida foi a consisténcia dos calos; dquanto maior a con
centragéo de auxina, mais friiveis os calos de café se apre
sentaram. km (rofalaric junces calos rigidos e compactos  fo
ram obtidos guando os explantes foram cultivados na presenca
de KINT (RAMAVAT et o7. 1977). A maior proliferacio de calos
de feijao foi obtida com 2in (20 uM) e 2,4~D (10 M) (FIGURA
11). A faixa de concentragao considerada dtima para o cresci
mento de calos ficou entre 5 a 75 uM de 2ip combinado - com
2,4-D entxe 5 a 50 Wi, sempre numa relacio préxima ou igual
a l. Acredita-se que a exploracao de uma faixa de coﬁcentxg
cao mais baixa de 2ip (0 a 5 pM) provavelnente apresentasse
melhores resultados auanteo 3 consisténeia e cor dos calos.
Segundo SKO0G et al. (1967), esta fonte de citocinina & cer
ca de LU wvezes mais ativa do que a KIN.

Na combinacao dial@&lica de KIN / 2,4-D

(0 ; 5; 10; 20; 50; 75 /¢, 1 ;: 5; 10 ; 20 ; 50 uM) o
maior Indice de crescimento de calos foi obtido com 2,4-D

(20 M) e KIN (50 wi) (FIGURA 12). As concentracdes de 2,4~D
ae b a 20 pM, juntamente com KIIN na faixa de 5 a 75 M, foram
capazes de induzir otima proliferacio de calos. Com o aunan

to da concentracac de KIN, pdde~se notar uma maior prolifera
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cao de calos nas concentragoes mais elevadas de 2,4-D. Em ca
los obtidos a partir da cultura de cotilddones de soja, WIT
HAM (1968) observou que quando o 2,4-D era utilizado em alta
congentracgao, a KIl poderia inibir o crescimento dos calos.

Para feijao entretanto, este tipo de inibigao foi constatado

na combinacao de 6-BA com 2,4=-D (FIGURA 9). A comparacac des
tes resultados confirma a interpretacaoc de que a especifici
dade das culturas <n vitro & dependente da fonte de explante,

dos reguladores de crescimento e da espécie em estudo.

Ainda na combinagdo KIN x 2,4-D observou-
-se uma boa consisténcia (fridvel) e Otimo aspecto (colora
950 creme) dos calos, na concentragao de 20 pM de KIN, indg
pendentemente da concentracio de 2,4~D, Nos niveis mais ele
vados de KIN (50 e 75 uM) os calos ji se tornaram muito rigi
dos e conm coloragao escura (marrom), enguanto que as menores
concentragoes de KIN (5 a 10 uM) induziram calos de consis
téncia agquosa. RAMAWAT et al. (1977) tambén obsérvaram o en
rijecimento de tecidos em culturas de Crotalaria Juncea cres
cidas na presenca de altas concentragdes de KIN. A oxidacio
em calos de T, pratense e T, incarnatum foi evitada contro
lando~se © nivel de tiamina do meio de cultura (BEACH &

SMITH 1979).

Analisando-se conjuntamente o aspecto
dos calos dos experinmentos onde se usou o 2,4-D comno fonte
de auxina, pdde~se verificar que a utilizacio de uma fonte

de citocinina (KIN; 6~BA ou 2ip) & necessaria para a consis

téncia ideal dos calos. Assim, apesar de haver proliferagﬁo
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de calos apenas com a adicao de 2,4-D no meio de cultura pri
naric, deve-se usar uma fonte de citocinina nuna concentra
¢io adequada, afin de obter-se calos frifveis. POSERT & TOR
RuY (1969) tambémn observaram que a citocinina parece  antago

nizar o efeito de 2,4-D na friabilidade de calos de soja. Ha

presenga apenas de 2,4-D (10 uM) os calos de soja apresenta

ram muito aguosos e translicidos, mas com a mesma concentra
¢ao de 2,4-D, na presenca de KIM (0,5 uM), os tecidos se mos

traram moderadanmente firmes.

Além da consist@ncia pdde-se notar  que
também o crescimento de calos de feijao foi favorecido com a
adigao de citocinina (principalmente KIN e 2in). Resultado
semelhante foi encontrado por WITHAM (1968) em calos de soja
derivados de cotilédones. 0 2,4-D pdde estimular o crescimen
to na auséncia de uma citocinina, porém a adi¢ao de KIN per
mitiu o crescimento em niveis mais altos do gque apenas na
presencga de 2,4-D, Deve-se mencionar ainda gue citocinina &
um RC presente na grande mailoria dos meios de cultura utili
.zados para obter morfog@nese em cultura secundiria (SAUNDERS

& BINGHAM 1972, KOHENBACH 1978, STREET 1979, SHARP et al.

1980).

Na interacdo dial&lica IAA/6~BA (0 ; 10
20 ; 50 ; 75 ; 100 /0 ; 5 ; 10 ; 20 ,; 50 ; 75 uM) obteve-se
¢ maior aumento de peso fresco de calos na presencga de Iaa

(100 ull) e 6-BA (20 uM) (FIGURA 13). As faixas de concentra
goes dos RCs que promoveran proliferacio satisfatdria de

calos foram com IAA (20-100 uM) combinado com 6-BA (5~20 uM).
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Porém, a proliferacao de calos nic foi muito intensa nos tra
tamentos utilizados, Heste experimento o aspeacto dos calos

fol sempre escurc (marron) ¢ rigido.

No experimento dial@lico utilizando IAA/

Z2ip (0 7 10 ; 20 7 50 ; 75 ;7 100 /O ;7 5 ; 1C : 20 ; 50O

-

75 M) obteve=sze calos escuros e rigidos na presenga de am
bos ©s RCs ou de cada um isoladamente. O escurecimentc e a
rigidez dos calos foram mais intenscs com o aumento das con
centragoes de IAA e 2ip. Houve desenvolvimento de ralzes em
varios tratamentos nac tendo-se encontradc uma faixa de inte
racao destes RCs satisfatdria para a proliferacio de calos
(FIGURA 14).
Quando IaAa {0 7 10 7 20 7 506 ; 75 ;i 100

M) foi usado como fonte de auxina e a XKIN (0 5 5 7 10 7 20
50 ; 75 uM) como fonte de citocinina, as respositas de crescji
mento de calos foram maiores, em relacac &s interacdes de
IAA com outras citocininas (6~BA e 2Zip). Wo entanto, as dife
rentes interacoes testadas de IAAR/KIN nao foram suficientes
para determinar uma faixa Otima para o crescimento de calos,
ou nesmo niveis inibitdrios (FIGURA 15). O aspecto dos ca
los nas interacdes IAA/KIN foi sempre escuro e rigido. Todos
os tratamentos gue incluiram IAA e KIN proporcionaram maior
proliferacao de calos, quando comparados is respostas obti
das na presenga destes RCs iscoladamente. Resultados semelhan
tes foram observados por PETERS et al. (1978) em calos de
feijao da wvariedade Bico de Ourc. Quando RIN foi removida do
meio de cultura, na presenca apenas de IAA, houve uma drasti

ca reducdao no indice de crescimernto de calos.
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_Interessante notar gue na presenga  de
KIN ou 2ip, o IAA pronoveu o desenvolvimento de rafzes en vé
rias combinagoes, 0 Nesmo nao ocorrendo na presenga de 6-BA.
SCOWCROFY & ADA%SOH (1976) tambén constataram que a norfoge
nese de raiz (e plantletes) de Stylosanthes namata foi varia
vel dependendo da fonte e da concentracao dos RCs utilizados.
A inibigdo do desenvolvimento de ralzes pela presenga de 6BA
no meio de cultura, também fol observada em culturas de
segmentos nodals de Lotus corniculatus (TOHES 1979). Ha pre
senga de 6-Ba (0,2 uM) ndo houve a formagao de ra¥zes em ne
nhuna das repeticoes. Porém, quando segmentos nodais foram
cultivados na auséncia de 6-BA, a formacgao de ralzes ocorreu

em 58% das culturas.

O IAA & uma fonte de auxina que favorece
o desenvolvimento de rafzes (SYONO 1965, GRANT & FULLER 1968,
GAMBORG & HEVELEICH 1968, SHIMADA et al. 1969, FRIDBORG 1971,
DAVEY et al. 1974, SCOWCROFT & ADAMSON 1975, HADDOH & HOR
THCOTE 1976, PETERS et al. 1976, OPPENIORTH 1276, PHILLIPS
& COLLINS 1979%a). No entanto, pelos resultados obtidos, seu
efeito parece ser dependente do tipo de citocinina comn a
qual ele & combinado. O 6-BA parece estar mais relacionado 3
regeneracgao de plantas do que de ralzes. NIIZEET &  GRANT
(1371} trabalhando com [otus spp. observaram o desenvolvimeg
to de parte adrea e rafzes em meio contendo KIH. Quando KIN
foi substituida por 6~BA a organogénese de raiz foi inibida,

enquanto que o desenvolvimento da parte aérea fol estimulado.

PETERS et ¢l. (1676} obtivaram uma inibi
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gao do desenvolvimento de rafzes em calos derivados de folha
de feijaoc (var. Bico de Ouro} guandc XIN fol removida do
meio de cultura (na presenca de 10 uli de IAA). Estes resul
tados diferem dos obtidos com o cultivar Moruna, uma vez que

-

. - . s /s s s 3
para este o desenvolvimento de raizes foi induzido na aus

fth

!v

Ccia de KIW ¢ presenca de IAA em VArias concentragoes (FIGURA
14). Deve-se salientar que nos experinentos com 'Bico de Ou
ro' a composigac inorgfnica do meio de cultura foi diferente
da utilizada na cultura do cultivar Moruna. A composicac s8a
lina também parecce influenciar as respostas de crescimento
Zn vitro. LIAU & BOLL (1970) trabalhando com calos de feijac
(var. Contender) obtiveram supressao de organogénese de
ralz e crescimento de calos pela simples modificacio da fra
¢ao inorgdnica do meio de cultura. Enm alféfa {QALKER et al.
1978) a regensracaoc de raizes foi suprinmida guando o meio

de Blaydes suplementado com extrato de levedura e inositol

foi usado em substituicio acs neios de SH e BS.

Quando se usou NAA como fonte de auxina
a indugao de calos foi incipiente em todas as interagoes desg
te RC com as trés fontes de citocinina testadas (KIN, 6~-BA
e 2ip). Hos resultados das outras interacoes dialdlicas estu
dadas, constata-se gue a presenga de uma auxina altamente e
fetiva (2,4-D) parece ser essencial para as respostas 5s“fo§
tes de citocinina em culturas de explantes foliares de fei
jao do cultivar Moruna. Resultados diferentes foram obtidos

poxr CROCOIO et al. (1976b) com explantes foliares de feidao

da variedade Bico de Ouro. Uma excelente correlacao entre
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creseimento de calos e concentraces de HAA/ETI foi chser
vada. Bstes autores obsarvaran ainda que a frequéncia de  in
I g 3. L0 o e - [P - 3 TR e -

cugaoc we raluzes fol menor na presenca de HAA en relacho a
Insa, Ho encanto, o controle da norfogdnese de raiz foi mais

especifico para os tratanentos com IIAA. Ag diferencas de ras
posta destes dols cultivares de feijlo pode ser atribulda 3
composigao do meio de cultura bisico, onde o meio VM foi uti
lizado por CROCOMO et al. (1976b). Além deste as specto existe
a possibilidade de ser a var. Bico de Ouro mais sensivel ao
Has do que 'Horuna'. MOK & MOK (1277) relataram a eficidncia

de MNAA (10-40 ui) na prolifer Eo de calos, em diferentes ge

notipos de Phgseolus. Alén disso foi constatado a ineficidn

cia de IAMA em induzir o crescimento de calos nos gendtipos
estudados. Estes autores utilizaram cormo explantes iniciais
pequenas porcoas de calos, previamente induzidos com 2.4-0
(5 ui) e EIN (5 pH). Portanto, 05 seus resultados con HAD
sO podem ser interpretados sob o aspecto de crescinento de
calos e nao de inducdo de cales a partir de segmentos do o)

lhas. Em nossas culturas, observou-se que © NAA embora fossa

de pouca ou nenauma eficiéncia para induzir calos foi sen

pPre una excelente fonte de auxina para a manutencao dos mes

HiOS .

As diferentes fontes de RCs utilizadasg
para a indugio de calos a partir de folhas primirias, tive
ram como objetivo escolher combinactes dialdlicas de citoci

ninas e auxinas para aplicar no cultivo de dAiferentes gené

tipos de P. vulgaris. Hesta selecao de 3Cs foran considera



115

das as sceguintes caracteristicas: o aspacto dos calos {cor

creme, consisténcia frifvel); ausdncia de raflzes; dtima Pro
. o~ € s .

liferacao de calos ¢ respostas especificas para as varia

¢oes das concentragbes dos ROs. A fonte de auxina escolhida

foli o 2,4-D, uma ver gue o IAA nao fol eficiente para SN ele;

ver crescimento de calos, enguanto gue o IAA induziu calos
de aspecto e cresclmento insatisfatdrios o nresenga de rai
zes quando em combinagao con KIN e 2ip. Verifica-se assin
que, para feijao e também para soja (WITHAN 1963), a fon

te de auxina influencia o tipo de resposta de formagao de ca
los, em interagac com uma citocinina. O 2,4-D foi considera
do a melhor fonte de auxina, promovendo naior crescimanto
de calos com as tr@s citocininas testadas. LIAU & BOLL{1970)
opservaramn que 2,4~-D fol nais efetivo do gue IAA na produgzo
de calos de feijao, em concentraceos equivalentes. Na intera
¢ao 2,4—D/2ip apesar de Stimos Indices de crescimento, os ca
los foram rigidos e escuros. A interagao dialdlica 2,4-D/KIN
foi excelénte para a proliferacac de calos. MNao se = observou
grande especificidade de resposta com a variacgao da concen
tagao de KIN, havendo pequenas diferencas somente pela varia
géo da concentragﬁo de 2,4-D, A falta de especificidade para
variagao de concentracdoc de KIN apresentou-se como uma limi
tacao para as comparacoes de crescimento entre os cultiva
res, A combinagao 2,4-D/6~BA foi considerada a nelhor para a
caracterizagao de cultivares. Com o aumento da concentracao
de 6-BA de 5 para 75 uM obteve-~se una inibicao crescente do

desenvolvimento de calos, para gualguer das concentracoes de
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2,4=D testadas. O aumento da concentracdo de 2,4-D favore

ceu a proliferacao de calos, principalmente guando se usou

L

5> e 10 uit de 6-BA. Nesta interagao dial@lica nio se obteve

rafzes e o aspecto dos calos foi considerado Stiro (fridveis
e creme). Para a proliferagao de calos da var. Bico de Ourc
(CROCOIO et al.l976b) a interagdo dialdlica IAA/Z foi. consi
derada a melhor em comparagao ds interaces de IAA/KIN e
HAR/KIN. Na interagao IAA/Z também ocorreu a melhor rnorfogad
nese de raiz. A coloragao verde dos calos foi notada apenas

em culturas contendo 2. Foi sugerido gue a presencga de clo

rofila nas células dos calos induzidos em meio contendo Z,
seria um aspecto favoravel para a morfogénese de parte ae
rea,

Os calos obtidos nas diferentes intera
gao dialélicas de RCs foranm transferidos para cultura secun
daria (meio III) contendo KIN (2,5 ull) e NAA (0,25 u). Em
geral, a diferenciacao de gemas a partir de calos, ocorre na
presenga de niveis mais elevados de citocinina am relagao
aos niveis de auxina (FRIDBORG 1971, BEVERSDORF &  BINGHAM
1977, OSWALD et «al. 1977, SHARP & LARSEN 1977, WALKER et al.
1973). Cultura de explantes foliares de Coffea arabica regue
rem una alta relagdo KIl/auxina para a induclio de  embrides
sematicos em alta frequéncia, tanto no meio condicionante
(18,4 ud KIN/4,5 uM 2,4-D) como no neio indutor (2,5 pM RIu/

0,5 uM HAA) (SONDANL & SHARP 1977).

Apesar de testadas 216 interacdes dia

1&licas em cultura primiria, nio se observou morfogeénese de
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parte aérea durante 100 dias de cultura secundaria,usando-se
folhas primarias de P, vulgaris cv. Moruna como fonte de ex

plante. Em abl0bora (Cfucurbita pepo L.) a embriogénese foi

o

induzida wor diferentes RCs en diferentes'concentraQBES (JE
LASKA 1974). A diferenciacdo de embrides somiticos em abdho
ra, seria determinada muito mais pelas condigoes endogenas
do explante utilizado do que pelas interagées de RCs no meio
de cultura. Esta hipdtese sugere que a dificuldade de regena

racao em tecidos de £

©

i4d0 seria fungio do tipo de explante

cultivado. TISSERAT et al. (1979) atribuem & fonte de explan
te todas as chances de sucesso na obtencao de morfogénese de
parte a@rea. O meio de cultura seria importante tao somente
para suprir as condicles necessirias para o desenvolvimento
pleno dos nlicleos neristemdticos. Similarmente, STREET (1978
prondoe que os RCs deven ser considerados como agentes ‘ativg
dores de células nreviamente induzidas. A importdncia da fon
te de explantes e das interacoes dos RCs foram bem discuti
das nos trabalhos de revisdo de SHARP et al. (1980) e SHARP
& LVANS (1981). Estes autores apresentam os varios exemnplos
em que a diferenciacao de parte aérea (embrioglnese ou orga
nogénese) pode ser obtida a partir de dois tipos de células:
(1) cé&lulas pré—detgrminadag (PEDC) e (2) células induziveis
a determinagéo (IODC e IEDPC), ou seja, células cqque  retornan
ao ciclo mitdtico diferenciando-se em c2lulas determinadas.
Portanto, a morfogénese de parte aérea pode ser obtida a pax
tir de explante do tipo PEDC ou IODC/IEDRC. No primeiro caso,

o nmeio de cultura incluindo os fitoreguladores, tem o papel
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de prover as condicoes para desencadear o pProcesso regenera
tivo (JELASKA 1974, STREET 1978, TISSERAT et al. 1979). Ho
segunao caso, a interagao dos RCs, bem como a composigao dos
demais componentes do neio de cultura, sao fundamentais nara
induzirem o reingresso de células no ciclo mitdtico ( dedife
renciacao) e determinar nova regulagao funcional das mesnas.
Assim, células de parénquima, mesdfilo e outras, assumemn uma
sequéncia de divisac orientada para a regeneracdo de  novos
individuos. Frente & teoria de SHARP & EVANS (1981) acredi
ta-se que as diferentes fontes de explantes de feijio utili
zadas sao do tipo IODC ou IEDC, faltando no entanto neios
especificos para a indugao do reingresso no ciclo nitdtico.
A auséncia de regeneracao a partir das culturas das diferen
tes fontes de explantes de feijao, em diferentes interagoes
e fontes de RCs, sugerem nao se tratar de explantes do tipo

PEDC.

Z2.3. Cultura de diferentes cultivares

ApOs a escolha da melhor combinagao dig
lélica de RCs para a produgao de calos a partir de folhas pri
marias, diferentes cultivares foram estudados. Procurou~-se
analisar a especificidade de resposta a induc@o de calos emn
tecidos de diferentes gendtipos, comparando-se as exig@ncias
para auxina e citocinina e também, uma possivel variabilida-
de quanto & capacidade de regeneracido in vitro. BEVERSDORF
& BINGHAM (1977) trabalhando com Glyeine spp., encontraram

Jue tanto os RCs utilizados no meio de cultura, como os gené
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Segnmentos de folhas primidrias de quatro
cultivares de P, vulgaris {Carioca, Pirata-l, Roxinho e Pue
bla-153) foram cultivados na presenca de 6~BA/Z,4~D (FPIGURAS
16=19}. Os quatro cultivares testados apresentaram crescimen
to de calos na ampla faixa do concentracao de RCs testados,
apresentando diferencas na intensidade.de resposta. O culti
var Pirata-l foi o que mnais produziu calos, seguido do culti
var Roxinho. Ja 'Carioca' apresentou uma resposta pouco in
tensa de indugao de calos e '"Puebla-~133' nio apresentou cres
cimento satisfatario. liao se chservaram diferencas acentuadas
ho peso fresco dos calos em funcao das diferentes concentra
goes de G-DBA utilizadas. A diferencga de crescimento de calos
entre cultivares fol analisada fixando-ss a concentracao de
6~Ba (5 wil) em fungao das concentracdes crescentes de 2,4-D
que variaram de 1 - 50 uid (FIGURA 20). O neso fresco dos ca

los de ' Puebla~153* foi praticamente constante., Os cultivares PL
rata~l e Carioca apresentaram curvas de crescimento semelhan
tes, ambos com maxina proliferacao de calos na presenca de
20 uide 2,4-D. 0 aunento de peso fresco para "Pirati-1' foi
en média o dobro do aumento de peso dos calos de 'Carioca’
mostrando resposta diferencial ao 2,4-D nestes dois qenBti
Pos. O cultivar Roxinho requer niveis menores de 2,4-D(5 uM)
para crescimento 6timo de calos. A concentracio de 20 uM

de 2,4-D foi necessiria para o crescimento Stimo de'Pirati-

1" e 'Carioca', mas causou inibicdo de crescimento no culti



FIGURA 16. Crescimento de calos a partir de

de Phaseo lus vulgaris cv. Pirata-1 induzido
apds 29 dias de cultura no escurc. Dados de

coes. Avaliacao pelo aumento de peso fresco
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FIGURA 17. Crescimento de calos a partir de folhas prima-
rias de Phaseolus vulgaris cv. Roxinho induzido por 6-BA e
2,4-D, apds 29 dias de cultura no escurc. Dados de .8 a 10
repeti¢goes. Avaliacdo pelo aumento de peso fresco do teci-

do.
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FIGURA 18. Crescimento de calos a partir de folhas prima-
rias de Phaseclus vulgaris cv. Carioca induzido por 6&~-BA
e 2,4-D, apds 29 dias de cultura no escuro. Dados de 8 a
10 repetigoes. Avaliagao pelo aumento de peso fresco do

tecido.,
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FIGURA 19. Crescimento de calos a partir de folhas primirias
de Phaseolus vulgaris cv. Puebla-153 induzido por 6—-BA e
2,4-D, apds 29 dias de cultura no escuro. bados de 8 a 10 re

petigoes. Avaliagao pelo aumento de pesc fresco do tecido.
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FIGURA 20. Crescimento de calos a partir de folhas primarias

de diferentes cultivares de Phaeeo Lus vulgaris cultivados na

presenga de 6-BA (5 uM) e 2,4-D {1 - 50 UMy .
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var Roxinho.

Comparando-se os resultados da cultura
de folhas primirias destes quatro cultivares {interacao 6-Bp/
2,4-D) com aqueles obtidos na cultura de segmentos de folhas
trifolioladas de 'Moruna' (interacdo KIN/2,4~Djy FIGURA 8)
constata-se maior especificidade & inducgao de calos nara ex
plantes de folhas trifolioladas. As respostas de crescimento
de folhas trifolicladas do cultivar ‘Pirat3d-1' foram entio
estudadas com a interacao KIN/2,4-D (FIGURA 21). A faixa de
RCs que promoveu maior proliferacao de calos foi de 10-20 uM
de KIN e 2,4-D, observando-se o pico de maior crescimento no
tratamento KIN/2,4~D a 20/20 uM. Comparando—se as respostas
de crescimento dos cultivares Moruna € Pirata~l {(FIGURAS 8 e
21 respectivamente), nota-se diferencas genotipicas na indu
¢ao de calos a partir de folhas trifolioladas emn interaééa -
com KIN/2,4-D. Para 'Moruna' o crescimento de calos foi gran
demente inibido na faixa de 5-50 uM de 2,4-D, enquanto que
para 'Pirata' a faixa de 1-20 uM de 2,4-D favoreceu a indu
cao de calos. A faixa dtima de concentracgio de 2,4-D para'Mo
runa' situa-se entre 1-5 pM, enquanto que para 'Pirata~l"' se
ria de 10—-20 uM. Estes resultados mostram cue ¢ cultivar Pi
rata~l exige niveis mais elevados de 2,4~D (4 a 10 vezes) do
que o cultivar Moruna para a inducado de calos a partir de fo
lhas trifolioladas.

MOXK & MOK (1977) também observaram dife
rencas genotiIpicas nas respostas a RCs em Phaseolus spp. Va
riagdes de resposta & auxina ocorreram entre e dentro  das

espécies do género Phaseclus. O crescimentd de calos de P,
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FIGURA 21. Crescimento de calos a partir de folhas trifolic

ladas de Phaseolus vulgaris cv. Pirata~-l induzido por KIN e
2,4-D, apbs 25 dias de cultura no escuro. Dados de 8 a 10

repetigoes. Avaliagdo por Indice de crescimento.
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Lunatus foi inibido na presenca de 2,5 uM de 2,4-D, enguan—
to que os tecidos de P. vulgaris foram inibidos somente a
10 uM.de 2,4-D. Em P. lunatus a concentragao de 20 uM de
2,4-D foi proxima de otima para o cultivar Kingston e inibi
toria para o cultivar P.I, 194314. Em P. vulgaris o culti
var Romano diferiu cerca de oito vezes de dois outros‘ culti
vares, na exigéncia de auxina para um crescimento Otimo de

calos

Os resultados obtidos com a cultura de
explantes de folhas (primiria e trifoliolada) de diferentes
cultivares variaram quanto ao gendtipo, idade do explante e
condigSes de cultura. VariagGes semelhantes foram encontré

das por PHILLIPS & COLLINS (197%a), trabalhando com trevo ver

melho,

ApOs cultura primadria, os calos obtidos
de explantes foliares de diferentes cultivares foram trans
feridos para cultura secundiria contendo KIN (10 uM) e HAA
(2,5 pM) . A indugdo de morfogénese de plantletes foi testada
em todos os calos obtidos, mesmo naqueles gue nao apresenta
ram crescimento de calos satisfatOrio, uma vez que nem sem
pre existe relagao entre proliferacio de calos e formacio
de plantletes (PADMANABHAN et al. 1974). Esta mesma observa
¢ao foi notada em calos de folhas de cafd. As mais altas.frg
quéncias de formacio de embriles somdticos ocorreram quando
0s explantes foram cultivados em meio primario contendo KIN/
2,4-D a 18,4/4,5 uM (60%);18,4/18 uM) (50%)e 36,5/4,5 uM(60%) .

Otima proliferagi3o de calos ocorreu nos tratamentos de - KIN/
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2,4-D de 10/5 a 18/9 uM (SONDAHL & SHARD 1979)

Os calos foram mantidos em cultura secun
daria durante 90 dias, procurando-se explorar uma possivel
variabilidade genética na capacidade regenerativa em Phaseo
lus vulgaris. No entanto, nio foi observada regeneracao em
nenhuma das'éuifufaé”réélizééaé.”A.caﬁééiéadé.reéeﬁerativaem
calos de alfafa (Medicago sativa) dependeu dos niveis dos
RCs do meio primadrio e do gendtipo da planta doadora (sAuN
DERS & BINGHAM 1972). No caso de feijdo, apesar do grande
nimero de combinagoes de RCs e dos diferentes gendtipos tes
tados, nao foram encontradas as condigdes favoriveis para o

processo regenerativo em culturas sélidas.

3. Estabelecimento de Cultura Liquida

Para o estabelecimento das condic¢des de
cultura liquida para P. vulgaris cv. Moruna, utilizou~se co
mo indculo inicial, calos obtidos de diferentes explantes
(hipocotilo, cotilédone embrido) e sais inorginicos PC-L2.Es
ta formulacgao salina se mostrou superior & de MS para a cul
tura de algumas leguminosas, como soja e alfafa (PHILLIPS &
COLLINS 197%a). As diferencas significantes na formulacgdo i
norgdnica do meio PC-L2 incluem maiores niveis de cCa, Mg, K
e PO, em comparagao & de MS (TABELA 5). Em relac3o aos micro

-

nutrientes a composigao de PC-L2 e MS sao semelhantes. Ni
vels relativamente elevados de Bo, Mn e Z%n podem causar pro
blemas de toxicidade para algumas espécies de leguninosas

(PHILLIPS & COLLINS 1979a).
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Os sais PC-L2 foram considerados eficien
tes no estabelecimento da cultura de células em suspensao de
"Moruna'. N3o houve diferenga de resposta de crescimento quan
to & origem do calo e simn quanto 3 presenca ou nio de casei
na no meio liguido (FIGURA 22 A). LIAU & BOLL (1970) tambémn
nao obsg;vé;am”grﬁndes_diﬁerengas“demcrescimentomentre cultu
ras de células de diferentes origens {(raiz, hipocdtilo e coti
lédone) de P. vulgaris cv. Contender. No meio contendo
caseina houve otimo crescimento celular (105 - 106 células/
ml). A andlise microscSpica das células de feijao revelou a
existéncia de varias formas e tamanhos: esférica (10—40‘Fm de
didmetro); alongada (30~60‘pm X lO-ZO‘PmJ; forma de garrafa
(40 x QOJPm} e outras formas alongadas n3o definidas. Em ca
f&, a adigdo de CH (0,2%) ao meio liguido também estimulou a
proliferacao celular (TOWNSLEY 1974). A cultura ligquida de
feijao se apresentou com células isoladas e pequenos agrega
dos (clumps). Apds 10 pPassagens (1 a cada 3 dias), a suspen
sdao foi filtrada e transferida para o meio sdlido VI,obtendo-

—Se subsequente crescimento de calos em 20 dias.

No meic liquide sem caseina, o crescimen
to de células foi baixo, porém ccorreu a formagao de estrutu
ras globulares (FIGURA 22 B) semelhantes 3 c&lulas embriona
rias, correspondentes ao estidio globular da formagao de em
brides (STREET & WITHERS 1974, SONDAHL & SHARP 1977). Céliulas
em suspensao mantidas em meio com CH Fforam transferidas para
meio sem CH e também houve a formag3o destas eétruturas. Es

tes resultados sao opostos aos de SYONO (1965) que mostrou ser



FIGURA 22. Cultura liguida de c2lulas de

Phaseolus vulgaris cv. Moruna. {A)Cé&lulas
em suspensao derivadas de calos de hipoc§
tilos, cultivadas em.meio PC~L2 contendo
2,4-D (10 uM) na presenca de 2 g/1 de ca
seina hidrolizada (1) ou na auséncia de
caseina (2). (B) Estruturas glcbulares o
riginadas em cultura 1ligquida, estabeleci-

da a partir de calos derivados de Aapices

meristematicos.

130
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a CH capaz de promover a formagao de embrides, quando adicio
nada a cultura ligquida de c@lulas de cenoura. As estruturas
globulares de feijao foram transferidas para diferentes meios
de cultura sdlidos, porém nao foi observado o desenvolvimen
to subsequente destas estruturas. DAVEY et agl. (1974) tam
bém observaram estas estruturas globulares cultivando célu
las de VZgna sinensis. Utilizando o meio de cultura regenera
tivo para Medieago sativa (SAUNDERS & BINGHAM 1972) obtive
ram somente desenvolvimento de ralzes a partir destes glébg
los. O aparecimento de estruturas globulares em culturas em
suspensao de Glyeine spp. foi reportado por BEVERSDORF &
BINGHAM (1977), porem nao ocorreu desenvolvimento aldm des—

te estadio.

Os resultados aqui obtidos com feijdo,
juntamente com os relatados por DAVEY et al. (1974) com cau
Pl e poxr BEVERSDORF & BINGHAM (1977) com Glyeine spp. suge
rem que nao foram definidas as condi¢Oes de cultura para de
senvolvimento subsequente destas estruturas globulares até
a formacao de plantletes. STEWARD et al. {1958) sugere que
as condigoes nutricionais para este desenvolvimento se asse
melham &s que normalmente nutrem os embrides imaturos prove
nientes de zigotos. Teoricamente seria possivel obter o de

senvolvimento destes embrides in vitro através da manipula

¢ao adequada do meio de cultura.

4. Estabe lecimento da Cultura de fApice Meristematico

Com a finalidade de se estudar c deseﬁ
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volvimento de plantas de feijoeiro in vitro, apices meriste
maticos de P. vulgaris cv. Moruna foram cultivados em dife
rentes meios de cultura, Utilizou-se os neios descritos para
& cultura de meristemas de batata {(meio VII, MOREIL & MILLER
1964, .mandioca (meio VIII, KARTHA & GAMBORG 1975} ;alhe{mneio
IX, NOVAK 1977) e ervi lha - (meio Ky KARTHA et ul. 1979} . AsS
respostas de crescimento obtidas apbs 30 dias de cultivo dos
apices meristemiticos nos. diferentes meios de cultura s3o a-
presentadas na FIGURA 9.B. Nos meios de cultura VIII e IX
nao houve desenvolvimento de gemas. O primeiro produziu pou
Co calos e estes se apresentaran oxidados. © meio IX promo
veu otimo crescimento de calos indicando que o apice meristg
matico & uma fonte de explante ideal para a produc@o de ca
los, quando em condigoes de cultura apropriadas. Para trevo
vermelho (leguminosa forrageira), meristemas e cotilédones
foram explantes superiores para a produgdo de calos, em rela
¢ao 3s outras fontes de explantes (PHILLIPS & COLLINS 1979a).
HADDON & NORTHCOTE (1976) também observaran rapida prolifera
¢do de calos de feijSo quando dpice meristematico foi utili
zado como explante. Estes autores atribuiram este fato a
pPresenca de célﬁlas ativamente em divisao, em contraste com
Outros explantes gue apresentam células diferenciadas e au
séncia de regido meristemitica. O meio de cultura VII  n3o
foi considerado satisfatdrio para a cultura de apice meriste
matico de feijdo. Promoveu ligeiro crescimento de calos, pe

. . v g <
queno desenvolvinento de gema apical e indugao de raizes. o

meioc de cultura X promoveu &timo desenvolvimento de plantu-
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las a partir do meristema apical. Talvez esta melhor respos
ta se deva ao fato do meio X ter sido desenvolvido original
mente para a cultura de meristemas de ervilha, outra legumi

nosa.

5. cultura de Z&pices Meristemdticos de 36 cultivares de

Phaseolus vulgaris

A cultura de apices meristemiticos de
'Moruna' mostrou grande capacidade morfogenética, diferindo
dos outros explantes até& entio utilizados (hipocotilo, coti
lédone, etc). O emprego de embrilo como explante inicial de
monstrou alguma capacidade morfogenética, talvez pela presen
¢a do dpice meristemidtico. Baseando-se nestes resultados, 36
cultivares de P. vulgar<s (TABELA 4) foram cultivados utili
zando-se apice meristemiAtico como fonte de explante. Procu
rou-se desta forma explorar a variabilidade genética en fei
jao na tentativa de encontrar um gendtipo mais favorivel 3

regenerag¢ao de plantas in vitro.

5.1. Inducido de calos

O meio de cultura sdlido IX, contendo
os RCs IAA (10 pM), 2,4=D (5 uM) e RIN (10 pM) foi utiliza
do para induzir o crescimento de calos nos 36 cultivares
em estudo, considerando—se as respostas de crescimento para
"Moruna' (FIGURA 9.B). NIIZEKI & GRANT (1971) observaran que
para Lotus spp., outra leguminosa, a combinacao de 2,4-D com

KIN e IAA, embora tenha suprimido a organogénese, promnoveu
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otimo crescimento de calos.

Ao térming da cultura primaria (35 dias)
as respostas de crescimento dos cultivares foram agrupadas
em trés tipos :(a)ld4cultivares n3o responderam satisfatoria -
nente obtendo-se calos pequenos e parcialmente oxidados; (b)
8 cultivares apresentaram réspostas intermediirias e {c) 14
cultivares mostraram Otimo crescimento de calos (FIGURA 3; TA

BELA 17).

Pelo grau de especificidade que costuma-
—se encontrar nas respostas de crescimento in vitro, o meio
de cultura utilizado foi considerado pouco especifico, uma
vez que pelo menos 14 variedades apresentaram otimos fndices
de crescimento. Para alfafa por exemplo, WALKER et al. (1978)
relataram que a indugao de calos variou entre indivIiduos do

cultivar Regen-S5.

5.2. Cultura liguida

0 meio de cultura V contendo os sais
PC-L2 acrescido de CH (2g/1), foi utilizado para estudar as
respostas de crescimento em cultura liguida dos 36 cultivares,
O meio V mostrou-se eficaz para a obtencdo de c@lulas em sus
pensac de 'Moruna'. Em culturas de T. pratense ©0s sais PC-L2
suportaram 10 a 12% a mais de gendtipos do que a formulacdo

de MS (PHILLIPS & COLLINS 197%9a).

Aos 21 dias (6 trocas de meio), as cultu
ras em suspensao dos cultivares Moruna, Pirati-l e Linea-29 a

presentaram Otima densidade de células. Nestas culturas foram
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observadas a presenga de estruturas globulares, semelhantes
ao estiddio globular do desenvolvimento de embrices sexuais

(FIGURA 22.B) apds a retirada de CH do meio de cultura.

As culturas liguidas dos cultivares Pue
bla - 153, Sujo, Palmital Precoce, Tupi, Actopan, RapéeaBayo.
presentaram grande densidade celular e formacao de*clumps",
apds 10 trocas de meio (33 dias de cultura).

O estabelecimento de uma cultura de celu
las em suspensio & Caracterizado por uma fase inicial onde o
crescimento celular & lento (lag phase). Numa fase Seguinte,
a velocidade de divis3o celular aumenta obtendo~se uma curva
de crescimento exponencial, quando entaoc a cultura & conside
rada estabelecida. Na pratica, reconhecewse esta fase pela
grande densidade celular (cerca de 5x10° células/ml) € neces
sidade de subculturas frequentes. Numa terceira fase denomi
nada estacionaria, a estabilidade da cultura em suspensao se
ria mantida por uma reposicao de cé@lulac equivalente ao- niime
ro de células senecentes. Nao havendo adigao de meio fresco,

a cultura passaria entdo para a quarta fase-senescéncia.

Os cultivares Roxinho, Carioca, Chumbi
nho, Catu, Bico de OurQ, Rosinha-G2, Coco Blanchi, Nep~2,
Pintado, Sel. L-132, Jules, Brasil 1087, Copinha Manteiga,
Sacavem e Gold Korrel apresentaram suspensdes de células _de
pouca densidade, aos 33 dias de cultura, apds 10 trocas de
meio. 08 cultivares Fartura, Mulatinho~-46, N-203, cCavalo Xa
xim, Red Kloud, Linea-17, 73 vul 3208 e Figado de Galinha

nao apresentaram crescimento de células em suspens3o, apés
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24 dias de cultura (7 trocas de melio}. Os cultivares Roxote,
60 Dias e Mamoninha nio foram avaliados devido a contaminag

goes,

0 meio liquidoatilizado:&ﬁ.capaz de sus
tentar Stimas suspensdes de células para trés cultivares
aos 21 dias e para outros sete aos 33 dias. Um grupo de 15
cultivares apresentou suspensoes celulares de pouca densida
de, enguanto gue num Ultimo grupo de 8 cultivares n3o houve
Crescimento de células em meio 1iquido.

Diferencas genotipicas explicam parcialmen
te estas respostas de crescimento emn meio liguido. Calos pe
quenos e nao fridveis também podem contribuir para o insﬁceg
S0 do estabelecimento de culturas em suspensao.A importéncia
do tamanho do indculo inicial em determinar a perfomance da
suspensao celular foi constatada para trevo doce (TAIRA ot gl.
1377) trevo vermelho (PHILLIPS & COLLINS 1979a) e cenoura
(MANETTI 1981). JEFS & NORTHCOTE (l967) trabalhando com P.
vulgaris observaram que calos de cor creme e extremamente
fridveis proporcionavam o estabelecimento rapido de células
em suspensac. Tal relacao também foi sugerida por GRANT &
FULLER (1968), GAMBORG & EVELEIGH(1968), LIAU & BOLL (1970),
SCHENK & HILDEBRANDT (1972). Além disso, sabe-se que o esta
belecimento de cultura de células em suspensaoc & dependente
do gendtipo das células (PHILLIPS & COLLINS 1979a). Em alfa
fa, KAC & MICHAYLUK (1981) demonstraram que as condigoes nu
tricionais necessarias para induzir embriogénese 'em suspen

soes celulares foi dependente do gendtipo,a nivel de indi
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viduo.

Ura indicaga@o de que ndo foi apenas o i
noculo inicial que determinou as respostas de crescimento em
cultura liguida & encontrada nas respostas de "Mulatinho-46"
e 'N-203'. A cultura de apices meristemiticos destes-cultivg
res no meio sdlido IX, gerou calos friaveis, de cor crems e
com grande crescimento. Porém, estes calos utilizados COnMo
indcule inicial para o estabelecimento de cultura 1iquida,
proporcionaranm resultados negativos. O inverso ocorreu com
0 cultivar Bayo, © gqual nido produziu calos de bom aspecto
mas, quando estes foram inoculados em meio liquido, deram o
rigem a suspensac celular densa, apds 33 dias. TAIRA et al.
(1977) ao trabalharem com Melilotus qlba tambsm observaram
que o crescimento de calos fridveis em meio s8lido ndo esta
va associado com a facilidade de estabelecimento de culturas
em suspensao. Estas variacdes nas culturas liquidas de 33
cultivares de feijdo, podem ainda ser atribufidas 3 diluicao
durante subcultura. Deve ser considerada ainda a possibilida
de de subpopulagOes de células com diferentes ciclos mitSti

cos entre os diferentes cultivares (GAMBORG 1966).

Entre os 10 cultivares estabelecidos em
meio liquido,6 tiveram como indculo inicial calos que apresen
taram crescimento otimo no meio primario IX. Entre os 8 culti
vares para ©s quais nao se estabeleceu a cultura liquida, &6
nao cresceram satisfatoriamente na cultura primaria. Pode-se
notar aqui a importancia do indculo inicial para o estabele

cimento da cultura de células em suspensao.
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A andlise conjunta dos resultados encon
trados mostra que existiu pelo menos uma interacao entre ge
notipo, indculo inicial e meio de cultura como fatores res
ponsaveis pelas respostas de crescimento in vitro de P, vul
garis. Para cada gendtipo devem ser estabelecidas condigoes
de cultivo que serao especificas para cada etapa da cultura.
Sabe~se gue para reintroduzir células no ciclo mitdtico e i
solar subpopulagdes com nova regulagio para desenvolvimento
organizado, sequéncias de estimulos s3o necessarias. A célu
la ovo contém todas as informagdes gendticas para o desenvol
vimento da planta. Assim, qualquer célula de um individuo,
que &€ um descendente do zigoto por divisdes mitdticas, retém
as informagoOes genéticas no seu nficleo. A necessidade de es
timulos morfogenéticos exdgenos pode muitas vezes ser .breve
e ocorrer cedo na vida de uma célula e, depois disso, esta
célula se especializa. Desta maneira, o mecanismo para o con
trole na morfogénese em cultura de cdlulas deve utilizar a
‘aplicagao de estimulos quimicos exdgenos sequenciais. Teori
camente, as cé&lulas seriam induzidas a recaptular a embriog_'_'é_z_
nese. As c&lulas de Dawcus carota e Sium  sp. particularmen
te respondema tratamentos sequenciais, crescendo vegetativa
mente em meio primario e sofrendo divisdes organizadas para
recaptular a embriogénese em meio secundirio (STEWARD et al.
1970) . Nao existe um meio basico universal capaz de garamtir
0 crescimento de células de qualquer espécie vegetal <n v

tro. E necessdrio encontrar uma composicio de meio de cultu

ra adequada para cada tipo de tecido, em condigbes de cultu
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ra determinadas, para atingir diferentes estadios de diferen
ciagao.

Nota-se que entre os 33 cultivares estu
dados em cultura liquida, apenas em tros (Moruna, Pirata-1 e

Linea~29) obteve-se certo grau de diferenciagdo { estruturas

globulares } o gue confirma a espacificidade das respostas
7 vitro . BEVERSDORF & BINGHAM {1977) também observaram
centros de crescimento, contendo cdélulas semelhantes As me

ristematicas, em suspensdes celulares do Glycine spp. Nestae
caso porém, o grau de diferenciacio variou conforme o culti
var, Em feijao, guando houve o aparacimgnto destag estruty
ras globulares elas sempre se assemelharam ao estadio globu
lar tipico do desenvolvimento de embrides (FIGURA 22.B)} nio
havendo variagoes no grau de diferenciagdo conforme o'genétg

po.

As estruturas globulares e os "clumps®
obtidos em cultura liquida, foram transferidos para o meio
sGlide KL, procurando-se explorar a eficisncia pa
ra regeneracgao da combinagao de quatro diferentes fontes de
citoginina, em varias concentracoes. Apds 60 dias de cultura
en casa de vegetacgao, nac se obteve desenvolvi
mento posterior das estruturas globulares nem regeneragao a
partir dos "clumps”. Embora as cé&lulas tenham crescido em
meio liguido, com organizacfo interna bem desenvolvida, o es
timulo morfogenético nio foi encontrado sob as condigdes ado
tadas. Nem sempre &€ facil recaptular em culturas de ec@lulas

in vitro o estimulo ao qual elas respondem 7xn vivo. Teorica
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camente, todas as Anglospermas podem formar culturas de célu
las capazes de serem clonadas e produzirem piantas genotipi

camente ideénticas (STEWARD et al. 1970).

Estudos com Adtropa belladonna (THOMAS &
STREET 1970) indicaram que as condigdes prévias_da cultura
de calos poaém.éohﬁfdléf.a”organOgénese subsequente em meio
liquido. A express3o deste potencial regenerativo pode serx
mudada gquantitativamente e qualitativamente, de acordo com o
tipo de subcultura. Para esta espécie foram obtidas raizes,
estruturas globulares ou plantletes, conforme a sequéncia de
meios de cultura utilizada. As estruturas globulares, embora
fossem produzidas frequentemente enm 4. belladonna, apareciam
en pequenas quantidades e nac se desenvolviam além deste es

tadio.

5.3. Induc3o de morfogénese

Sub-meristemas de 36 cultivares de P.
vulgaris (TABELA 4) foram cultivados in vitro a fim de se es
tudar a capacidade morfogenética diferencial entre estes ge
notipos. Os sub-meristemas foram cultivados em meio  s3lido
B5 com 0,5 pMde 6~BA. Apds 45 dias de cultura, em condicoes
de temperatura e luminosidade controladas, obteve-se o de

senvolvimento de gema apical, raiz e/ou calo conforme o éqi
tivar (FIGURAS 23, 24 e 25). 0s cultivares Pintado, Sel. L~
132 e Figado de Galinha apresentaram contaminagdo total por

bactéria n3o tendo sido estudado as respostas de desenvolvi

mento nestes gendtipos.
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FIGURA 23. Respostas de crescimento de api
ces meristematicos de Phaseolus vulgaris cul
tivados em meio B5 com 4-3A (0,5 uM). Leitu
ra apds 45 dias de cultura sob luz: (1} Moru
na, (2) Piratd-1, (3) Roxinho, {(4)Puebla-153,
(5) Linea-29, (6) Carioca, (7) Chumbinho, (8)
Catu, (9) Bico de Ouro, (10) Fartura, (11) Ro

xote e (12} Mulatinho.



FIGURA 24. Respostas de crescimento
de apices meristemiticos de Phaseo
lus vulgaris cultivados em meio B5
com 6-BA (0,5 uM). Leitura apds 45
dias de cultura sob luz: (13) Rosi-
nha, (14) Sujo, (15) Coco Blanchi -
(l6) Wep~2, (17) Palmital Precoce,
(18} 60-Dias, (19) N-203, (20) Ju-
les, (21) Cavalo Xaxim, {22) Red
Kloud, (23) Brasil e (24} Copinha

Manteiga.
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FIGURA 25. Respostas de crescimento de api
ces meristematicos de Phaseolus vulgaris
cultivados em meio BS5 com 6-BA (0,5 uM).
Leitura apds 45 dias de cultura sob luz :
(25) Sacavem, (26) Linea-17, (27) Gold Kox
rel, (28) Tupi, (29) Actopan, (30) Rapad ,

(31) 73 vul, (32) Bavo e (33) Mamoninha.

144



145

Pelas respostas de crescimento obtidas,
0 meio de cultura utilizado foi considerado satisfatorio pa
ra o desenvolvimento inicial de plantulas de feijio. A nes
ma resposta de crescimento foi obtida para uma série de dife
rentes cultivares ou seja, desenvolvimento de gema apical a
partir d€"5ﬂb:meristema,.Mesmomassim,unatou~se-diferengas ge
notipicas pois houve variagoes na formacac de calos,desenvol
vinento de raizes e gemas apicais conforme o cultivar {FIGg

RAS 23, 24 e 25).

Visando-se encontrar um meio favoravel
ao desenvolvimento posterior destas gemas, o0s tecidos foram
transferidos para meio secundirio com a composicao basica do
meio anterior, porém sem RC. Para melhor explorar as condi
¢oes de cultura metade das repetigoes foi levada para . casa
de vegetagéo e a outra metade permaneceu em sala de cultura
(com fotoperiodo e temperatura controlados). Apds 15 dias
da transferéncia, notou-se que as gemas mantidas em sala de
cultura estavam levemente oxidadas. Estas foram levadas para
casa de vegetagao, onde as gemas se desenvolveranm com Otimo
aspecto. Apds 40 dias de cultura secundiria ocorreu a forma
¢ao de gemas adventicias mlGltiplas em 12 dos 36 gendtipos em
estudo (TABELA 18). Este resultado indica uma capacidade
morfogenética diferencial entre os gendtipos de feijdo, nas
condi¢des de cultura adotadas. Estas diferengas genotipicas
abrem novas perspectivas no estudo de regeneracac de plantas
de feijdo. Para outras espdcies tem sido relatado infludnecia

genotipica na capacidade regenerativa dos tecidos, como &€ o
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caso de Lotus spp. (WIIZEKI & GRANT 18971), alfafa (SAUNDERS

& BINGHAM 1972, WALKER et agl. 1978), CGlycine spp.(BEVERSDORF
& BINGHAM 1977), trevo vermelho (PHILLIPS & COLLINS 1879ay,
milho (GREEN & PHILLIPS 1975), tomate {PADMANABHAN et al.
1974) e Coffea spp. (MOWNACO et ¢l. 1977). As gemas apicais
dos demais cultivares nio apresentaram crescimento posterior
em meio secundario, bem como nao foi notado formagao de ge

mas. adventicias.

A formagao de gemas adventIcias em 12
cultivares sugere gque o meio e as condigoes de cultura secun
daria nao foram adequados para o desenvolvimento posterior
de plantulas de feijao a partir da gema apical. No entanto
favoreceram a formagao de gemas adventicias miltiplas em al
guns cultivares, pelo desenvolvimento de regioces meristeméti

cas pré~existentes no explante.

Quando se trabalha com tecidos que con
tém centros meristemdticos, a anilise dos resultados deve
ser critica. Isto porgue as condigées de cultura podem sex
vir simplesmente para desencadear o desenvolvimento de gemas
dormentes pré-existentes no explante. Exemplos destes tipos
de cultura em legumninosas foram apresentados por SKOLMEN &
MAPES 1976 {dcacia koa), TOMES 1972 (Lotus corniculatus),
PHILLIPS & COLLINS 1979b (Tr<ifolium pratense), AUBRY et al.
1875 e MARTIN et al. 1875 (Viefa faba). Entretanto em alguns
casos este tipo de cultura & considerado pelos autores c¢omo

exemplos de regeneragao de nove. Nestes casos incluem os tra

balhos com Cicer arietinum (BAJAJ & DHANJU 1979), Glycine max
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(RIMBALL & BINGHAM 1973, CHENG et al. 1980, SAXA et al,
1980), Piswum sativum (GAMBORG et al. 1974, KARTHA et al.
1974) e Vieia faba (GALZY & HAMOUI 1981). Nos ultimos exen
plos acima citados, as baixas frequéncias de formacao de plan
tulas (TABELA 2) sugerem tratar simplesmente do desenvolv;'

mento de gemas pré-existentes nos explantes.

A regeneragao de novo pode ocorrer a par
tir de tecidos meristemdticos quando calos sio formados nu
ma cultura primaria e gemas se diferenciam a partir destes
calos, na cultura secundaria. A distinc3o entre os dois pro
cessos, ou seja, regeneracac de nove ou desenvolvimento de
gemas pode ser feita verificando-se a frequéncia de formacio
de gemas. Por exemplo, em Lathyrus sativus (MUKHOPADHYAY &
BHOJWANI 1978) a alta frequéncia de formagdo de gemas ?or a

pPice meristemdtico cultivado (45 ~ 82) indica se tratar de

regenerag¢ao de novo.

Os resultadcos obtidos com feijao suge
rem que as condigOes de cultura primiaria estimulariam o cres
cimento de calos a partir de tecido ji3 diferenciado contido
no explante original (dpice meristemdtico), enguanto que as
gemas dormentes pré-existentes no explante nio seriam estimu
ladas a crescimento nesta primeira cultura. Entretanto, ~as
condigoes de cultura secundiria estimulariam o desenvolvimen
to das gemas pré-existentes, enguanto que o crescimento de
calos cessaria. Desta forma, o desenvolvimento de gemas nao
ocorreria a partir de tecido calogénico (regeneracgdo de novo)

e sim a partir de meristemas pré-existentes ( desenvolvimen
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to de gemas). Em cultura de tecidos de leguminosas estes di
ferentes processos nuitas vezes nao sao esclarecidos, o que
resulta numa falta de repetibilidade dos experimentos quan
do se trabalha com tecidos diferenciados. Por exemplo, KA
MEYA & WIDHOLM {1981) nao foram capazes de regenerar plantas
de ervilha utilizando metodologia descrita por MALMBERG(1979)
guando trabalharam com segmentos de epicdtile ausentes de re

gioes meristematicas (os segmentos nodais nao foram cultiva

dos).

A frequéncia de formagac de gemas adven
ticias variou de 0 a 12,6 entre os 12 cultivares de P. vulga
ris que formaram gemas indicando diferencas na capacidade
morfogenética entre estes cultivares (TABELA 18). Verificou-
~se maior frequéncia de formagdo de gemas adventicias  nas
culturas mantidas em <asa de vegetagao (TABELA 18).
A intensidade e a gualidade da luz est3ac entre os fatores
que podem influenciar a capacidade morfogenética dos teci
dos (ABO EL~NIL & HILDEBRANDT 1971, WINTON 1970}. BEm casa de
vegetagao, 'Palmital Precoce, '60-Dias'e'Linea-17'produziram em mé
dia 15,6 ; 8,7 e 8,0 gemas adventicias por sub-meristema cul
tivado, respectivamente. Quande as culturas foram mantidas
inicialmente em sala de cultura observou-se 5,0 ; 5,2 ¢ 2,6

F

gemas adventicias/meristema, respectivamente.

As gemas adventicias destes 12 cultiva
res foram transferidos para meio tercidrio contendo NAA
(1 uM) e Ghy (2 uM) ou apenas NAA (1 uM). ApOs 50 dias em

casa de vegetacao, apenas 'Palmital Precoce' apresentou bom
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desenvolvimento das gemas, principalmente na presenca de
GA3. As gemas adventIcias dos outros cultivares se apresenta
ram oxidadas, indicando que as coﬁdigaes de cultura  tercid
ria adotadas nao foram adequadas para estes gendtipos.

Na cultura secundaria de 'Palmital Preco

ce!

obteve-se uma média de 12,6 gemas adventicias por sub-me
ristema cultivado. Uma mé&dia de 7,3 plantulas de cerca de
1,5 cm por sub-meristema fol obtida em cultura terciaria. As
gemas cultivadas na presencga de GA, apresentaram melhor de
senvolvimento, indicando que este regulador de crescimento f5
vorece © desenvolvimento de plantulas de ‘'Palmital Precoce'.
Os resultados obtidos confirmam a idéia de que cada gendtipo

de feijao requer condigoes de cultivo especificas nas  dife

rentes fases de diferenciacao e crescimento.

5.4. Cultura de apices meristematicos de 'Palmital Preco

ce'

Um ensaio dialélico foi conduzido com
'Palmital Precoce' visando otimizar um meio de cultura efi
ciente para a inducac do desenvolvimento de gemas adventg
cias, a partir de sub-meristemas deste cultivar. A avalia
cao deste experimento durante a cultura secundiria (auséncia
de RCs) claramente mostrou o efeito do meio primario em sub-
-meristemas de feijao (FIGURA 26.A). A exposicao do 6-RBA
(0,5 uM) e ao 2,4-D (0,025 - 0,05 uM} durante a cultura pri
maria produziu o melhor desenvolvimento do meristema apical.

Gemas adventicias multiplas foram observadas com as seguin
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FIGURA 26. Formacao de gemas adventlclas miltiplas e deéeg
volvimento de plantulas de Phaseolus vulgaris cv. Palmital
Precoce, a partir da cultura de &pices meristematicos. {A)
Crescimento de calos, inducao do desenvolvimento de gemas
adventiciag, desenvolvimento de gema apical e &iferendiagao
de raizes durante cultura secundiria (meio sem RC) ge acor
do con diferentes tratamentos de RCs durante cultura prima
ria (ensaio dialdlico). (B) Gemas em desenvolvimento apos
quatro semenas em cultura terciaria (note o creSCLmento as
sincrdnico das gemas derivadas da cultura de um Gnico sub-
“meristema). (C) Desenvolvimento de uma planta de feijao de
12 semanas de idade, derivada de gema adventicia, crescendo

em substrato de areia~vermiculite, em lugar sombreado na es

tufa.
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tes interagoes: 6-BA (1 ; 2; 5 uM) combinado com 2,4~D (0 ;
0,025 . 0,05 . 0,1 uM). Houve pouca diferenga no ntmero de
gemas obtidas entre as diferentes interac¢des de RCs, obten
do-se uma média de 15 gemas/sub-meristema cultivado. Na pre
senga de 6-BA (2 ; 5 uM) e 2,4-D (6,05 ;7 0,1 uM) ocorreu
major formagéo-de-calos;~A3“gema5“adventicias'mﬁltiplas cul
tivadas no neio tercifirio XIV mostravamn crescimento assincr§
nico, apds guatro semanas (FIGURA 26.B). A maioria destas ge
mas desenvolveram folhas e raizes normais na 82 semana de
cultura terciaria. Estas plantulas foram entio transferidas
Para vasos com areia-vermiculite contendo meio terciario,
Sem sacarose. Desta forma 8 plantas de feijdo com virias fo
lhas trifolioladas se desenvolveram apds mais 4~5 semanas de

cultura (FIGURA 26.C).

6. Testes de Meios de Cultura Regenerativos em Leguminosas

Protocelos utilizados com sucesso para
obter regeneragao em outras leguminosas foram testados com
tecidos de Phaseolus vulgaris., Em nenhum caso entretanto ob
teve-se regeneragao de plantas de feijd3o (TABELALC a 26) o
que confirma a especificidade de resposta das culturas in vt
tre. Em alguns casos ocorreu o desenvolvimento de gemas (TA-
BELAS 19, 20, 21, 24 e 26) quando se cultivou tecidos meris
tematicos. Notou-se uma diferenga de resposta genotipica pa
ra a formagao de gemas, bem como para as outras formas de
crescimento, ou seja, calos e diferenciacgao de raizes {TABE

LAS 19 a 26).
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Um experimento foi montado com tecidos de
P. vulgaris cv. Puebla~153 repetindo-se a metodclogia apre
Sentada por HANH et al. {1981) para regeneragio em Psophocar
pus tetragonolobus. Camadas celulares finas de 'Puebla - 153",
cultivadas na presengca de 6-BA (10 uM) e IAA {1,0 ui) produ
ziram calos visiveis j& aocs 7 dias de cultura‘.Porém, a cul
tura secundaria na auséncia de RCs nio levou & regeneragao

de gemas.

A dificuldade em obter regeneracio en
Phaseolus vulgaris, mesmo utilizando-se metodelogias que pro
porcionaram resultados positivos para outras leguminosas, su
gere que condigoes muito especiais de cultura devem ser re

queridas para a indugao da diferenciaczo de gemas emn feijdo.

7. Cultura de Segmentos Nodais

A manutencdo de germoplasmas de feijao,
exige, além de instalagdes adequadas, plantios periddicos pa
ra manter a viabilidade das sementes, As técnicas de cultura
de tecidos podem auxiliar os bancos de germoplasma desta es
pécie atravds da manutencio de gemas em meios de cultura e/
ou preservagao em N, liguido. A cultura de gemas enm condi
¢oes assépticas, também permite a troca de material genetico
entre paises ou regides distintas, sem o risco de introducao
de novos fitoparasitos. As plantas derivadas da cultura de

gemas garantem a uniformidade genética, uma vez que se trata

de um processo de reprodugao vegetativa,

A possibilidade e as vantagens da manu
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tencao de gendtipos de Lotus corniculatus pela cultura de
segmentos nodais fol demonstrada por TOMES (1979} . Através
desta t&cnica 100 gendtipos, com 4 replicatas por gendtipo,
puderam ser armazenados usando 0,24 mz de espago em pratelei
ras em um incubador, enguanto que um espago de campo equiva
lente para o mesmo nimero de plantas seria de 400 m?. Trinta
e quatro dos 100 gendtipos de Lotus corniculatus estudados
foram perdidos durante o inverno de 1977 - 1978 quando manti
dos em condigaes de campo, enguanto que nenhum destes gené
tipos armazenados e reduzidos ds baixas temperaturas foram
perdidos no mesmo periodo. O tempo requexido para obter uma
planta adulta em sala de crescimento pela cultura de tecildo
foi essencialmente equivalente aquele necessario para obter
uma planta adulta a partir da semente. Em soja, o desenvol
vimento de gemas axilares de segmentos nodais foi iﬁduzido
através de variacbes nas concentragoes de 6-BA e IBA presen
t+es nos neios de cultura (CHENG et al. 1980; SAXKA et al.

19g0).

Visando-se desenvolver as técnicas para
propagacio vegetativa de feijao através da cultura de segmen
tos nodais, testou-se condigdes de cultura baseando-se nos
resultados obtidos com soja (CHENG ét al. 1980:; SAXA ¢t al.
1980) na tentativa de desenvolver as condicoes para propaga
cio vegetativa em Phaseolus vulgaris. Como teste iniclal,se
mentes dos cultivares Moruna, Pirata-l e Puebla - 153 foram
colocadas para germinar na presenga de solugao agquosa de

6-BA (5 - 10 uM)'no escuro, ou sob fotoperiodo de 12 horas.
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Apos 9 dias de germinagdo foi notado que independente
wente do cultivar e da concentragBo de 6~BA, as plantulas
germinadas na presenca de luz 3ja& apresentavam peguenas
gemas axilares (1 - 2 mm) nas regides nodais. Por outro
lado, plantulas germinadas no escuro nao apresentavam
qualquer indicio de desenvolvimento de gemas axilares. Notan
do~-se a essencialidade da luz para o brotamento de gemas axi
lares em regioes nodais de plintulas de feijao, os frascos a
té entdoc mantidos no escuro foram transferidos para sala com
fotoperiodo de 12 horas. Apds 12 - 15 dias de germinacao, os
resultados foram avaliados (TABELA 27). O desenvolvimento de
gemas axilares, tanto no né I (correspondente & insergao dos
cotilédones) como no nd II (correspondente & insergao das fo
lhas primarias) foi reduzido a metade quando as sementes
permaneceram por um periIodo inicial de 9 dias no escuro, uti
lizando—-se 6-BA (5 uM). Na concentragﬁo de 10 uM de 6~-BA, o
brotamento de gemas axilares foi semelhante em ambas aé con
digées de cultura. Estes resultados demonstram a importancia
de 6-BA e luz no desenvolvimento de gemas axilares em re
gioes nodais de feijZo. No nd II (correspondente 3@ insergio
das fclhas primarias) observou-se uma diferenga na frequén
cia de formacao de gemas axilares conforme o gendtipo, na
concentracgao de 10 uM de 6-BA. A frequéncia de gemas axila
res em ‘Puebla - 153' foi o dobro em relagao & 'Moruna', em
ambas as condigbes de luminosidade. Sementes germinadas no
escurc (9 dias} e transferidas para luz apresentavam 1,8 e

0,9 gemas axilares/nd II,respectivamente para ‘'Puebla - 153!
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e 'Moruna'. Para as sementes gerninadas sob fotoperlodo de

12 horas, obteve-se 2,0 e 1,0 gemas axilares/nd II para ‘Pue

bla - 153" ¢ 'Moruna', respectivamente.  Cbservou—se tamben
que as gemas de ‘Puabla - 153°' se apresantavam mais desenvol
vidas (5 - 7 mm de altura) do que as gemas dos outros culti

vares (3 - 4 mm de altura), apds o mesno tempo de germinagac.

Procurcu=-se determinar o nimero maximo
de gemas axilares possiveis de serem desenvolvidas em re
gides nodais de plantulas de feijaoc. Para tanto, sementes de
‘Moruna' e 'Carioca' foran gerninadas na presencga de 6-BA
(50 uM}) e IBA (0,025 uM). Os segmentos nodais foram éultivg
dos na presencga de 6=BA (20 yM) e IBA (0,025 uM) e transfe
ridos para meic secunddrio, na auséncia de Ris. As genas axi
lares desenvolvidas foram extraldas apds 19 dias de gérming
gao (G1l); apds 17 dias de cultura primaria (G2) e 25 dias
de cultura secundidria (G3). Adotou~se este procadimento devi
do a uma possivel inibic2o no desenvolvimento de novas gemas ,
pela presencga de plantulas desenvolvidas na mesma axila. Ana
lisando=-se © totzal de gemas desenvolvidas por nd, nac se ne
tou diferengas genotipicas (entre 'Moruna' e ‘Carioca') ou
pela posicao do nd (TABELA 28). Um niimero miximo de seis ge
mas por axila foi observado em nds cotiledonares de ‘Morunat,
sugerindo gque esta regido nodal de pléntulas de Phaseolus

vulgaris teria pelo menos 12 gemas dormentes, seis em cada

axila.

Considerando~se os regultados obtidos

com as culturas de segmentos nodais e com as culturas de seq
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mentos de hipocdtilos de feijao, supde-se que Phaseolus vul
garis nao apresenta centros meristemiticos distribuidos ao
longo do hipocdtilo ou epicdtilo. Portanto emn feijao as ge
mas dormentes somente ocorreriam nas regidces nodais. KAMEYA

& WIDHOLM(1981) demonstraram a regeneracio de gemas em cultu
ras de segmentos de hipocotilos de Glyeine canescens, discu
tindo a possibilidade das gemas obtidas serem resultantes do
desenvolvimento de centros meristemiticos pré-existentes ao
longo do hipocétilo. Esta hipdtese se fundamenta na observa
cao de maior frequéncia de formacd3o de gemas, nos segmentos
de hipocdtilos obtidos prdximos da regifo do nd cotiledonar.
Neste mesmo trabalho, plantas de Glyeine max nao puderam ser
regeneradas a partir de segmentos de hipocdtilos, guando as
regices nodais foram eliminadas. Isto sugere que similarmen
te ao feijao, em soja gemas dormentes estariam presentes so

mente nas regioes nodais.

O efeito marcante do emprego de 6-BA
para o desenvolvimento de gemas axilares de feijZo, observa
do nos experimentos anteriores, foi melhor estudado através
da utilizacao de diferentes concentracoes de 6-BA, tanto na
germinagao das sementes como na cultura primiria de nds. Se
mentes de 'Puebla - 153' germinadas em meic B5 com 6-BA
(20 pM) e IBA (0,025 yM) tiveram seus segmentos nodais desta
cades e cultivados na presenca de 6~BA (20 e 5 uM). Os seq
mentos nodais cultivados na presenca de 20 yM de 6-BA apre

sentaram intenso brotamento de pequenas gemas (1 - 2 mm) emn

nimerc de 30 - 50/nG, impossibilitando o cilculo da frequén
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cia de formagao de gemas axilares por segmento nodal. O in
tenso brotamento representa o acimulo de gemas primdrias, se
cundédrias, terciadrias, etc, que se desenvolvem nos respecti
vos nds. A altarconcentragéo de 6-BA no meio de cultura ini
be o crescimento das gemas, ao mesmo tempo gue favorece o su
perbrotamento na regiao nodal originalmente cultivada. Por
outro lado, segmentos nédais cultivados na presenca de 5 uM
de 6-BA apresentaram Otimo brotamento de gemas (FIGURA 27).

Entre 28 segmentos nodais cotiledonares (nd.I1),27 (96%) apre
sentaram gemas axilares, obtendo-se uma média de 4,2 gemas/
no com altura média de 9,1 mm apds 33 dias de cultura. Entre
os 25 segmentos nodais cultivados correspondentes & insercido
das folhas primdrias (nd II), 100% apresentaram gemas axila
res, obtendo-se 4,8 gemas/nd com uma altura de 8,2 mm, apds
33 dias de cultura. Estes resultados sugerem gque a melhor

sequéncia para o desenvolvimento de gemas axilares dormentes,
em segmentos nodais de feijao seria: (1) inducd3o do desenvol
vimento destas'gemas pela germinacao na presenca de alto ni
vel de 6-BA (20 uM); e (2) posterior crescimento das gemas
induzidas, na presenca de menor concentragéo de 6-BA(5 uM)

durante a cultura dos segmentos nodais (n6 I e nd II). Ob
servagaes.similares foram feitas em culturas de soja (CHENG
et al. 1980). O crescimento de gemas axilares foi estimulado
pela transferéncia dos segmentos nodais de soja, cultivados
sob altas concentragoes de 6-BA (10 - 50 uM), para menor con

centracgao de 6-BA (1 uM).

Comparandc—se os resultados deste ter



SLOURA 47, Gemas axilares desenvolvidas  en

[ S

cotiledonares de plantulas de

Puebla=-153, ands 18 dias e

05 nodais,

sagmen



171

ceiro experimento com os resultados do exXperimento 2,nota-se
que no segundo experimento pdde-se desenvolver gemas axila
res nas culturas nodais, na presenca de 20 uM de 6-BA. Esta
diferenga de resposta permite sugerir trés hipSteses. Para o
desenvolvimento de gemas axilares em segmentos nodais de fei
jao, o essencial seria utilizar uma concentragac de 6-BA,
inferior & concentrag@o necessiria para a inducio do desen
volvimento das gemas dormentes nas plantulas intactas. Desta
forma, as gemas axilares induzidas na presenca de 50 uM de
6-BA (experimento 2) desenvolveram-se, quando a concentracao
de 6-BA foi reduzida para 20 uM. Entretanto no experimento
3: quando uma mesma concentracao de 6-BA (20 uM) foi mantida,
tanto para a indugdao do desenvolvimento das gemas dormentes,
presentes nas regioes nodais das plantulas, como para-a cul
tura primaria dos segmentos nodais, ocorreu um superbrotameg
to. Porém, quando a concentracdo de 6-~BA foi reduzida para
5 uM, as gemas apresentaram crescimento satisfatdrio. Uma
segunda hipdtese seria que a extragao das gemas a cada sub
cultura facilitaria o desenvolvimento de novas gemas primd
rias. A hipdtese mais provavel entretanto, se refere a dife
rencas genotipicas para o desenvolvimento de gemas axilares
em segmentos nodais de feijdo. O cultivar *Puebla - 153°' a
presentou melhor desenvelvimento de gemas axilares em cultu
ras nodais, em relagao aos outros cultivares estudados. Esta
maior tendéncia ao brotamento ja havia sido notada no experi
mento 1, quando apds a germinacao das sementes em solucaoc de

6-BA, observou-se que nas regides nodais de plantulas de'Pug
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bla - 153' as gemas axilares eram mais frequentes, maiores
e sobretudo mals vigorosas. Mais uma vez constata-se a espe
cificidade das condigées de cultura in vitre, a nivel de

cultivares.

Sabendo-se que o nivel de 5 M de 6-BA
é 6timo para o desenvolvimento de gemas axilares induzidas
em segmentos nodais de plantulas de feijdo, procurou-se veri
ficar o efeito de diferentes niveis de 6-BA na inducdo do
brotamento destas gemas axilares. Para tanto utilizou-se ii
ferentes concentragGes de 6-BA (5 - 50 uM) na germinagdo de
sementes de 'Moruna', cultivando-se posteriormente os segmen
tos nodais na presenga de 5 pM de 6-BA, acrescido ou nio de
IBA (0,025 uM). Tanto a altura média das gemas, como o nime
ro de gemas induzidas por nd, foi sempre ligeiramente maior
no né I (cotiledonar) do que no nd IT (das folhas primarias).
Variacoes na concentragao de 6-BA (5 - 50 uM) durante a gexr
minagao, ou presenga de IBA (0,025 pM) durante a cultura dos
segmentos nodais, nao produziram diferengas na altura das ge

mas ou na frequéncia de gemas desenvolvidas (TABELA 29) .,

A analise dos resultados das culturas
nodais de feijao, permite sugerir que o melhor tratamento,pa
ra a obtengao de gemas axilares, consiste em germinar as se
mentes na presenga de 6—BA (5 - 50 uM), para a indugaoc do de
senvolvimento das gemas axilares. Posteriormente os segmen-
tos nodais devem ser destacados das plantulas e cultivados
em meio de cultura contendo 6-~BA (5 uM), para permitir o de

senvolvimento posterior das gemas induzidas. Tanto a germina
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cao como a cultura dos segmentos nodais devem ser feitas na

presenga de luz.

O enraizamento das gemas axilares desen
volvidas a partir dos segmentos nodais de feijao foi induzi
do em meio. .B5, contendo IBA (10 uM) . Apos 10 dias de cultura
neste meio, a transferencia para meio basico, desprovido de
RC, resultou no rapido desenvolvimento do sistema radicular,

apds 20 dias de cultura.
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V. CONCLUSOES

Semantes de feijao esterilizadas com eta
nol 26% por 10 min. seguido de NanCl 3,9% por 20 min. apre
sentaram &tima germinacgdo. Folhas ?gifql;o}éggs”tratadas com
NaOoCl 1% por 3 min. produziram explantes vidveis e com bhaiwo

nivel de contanminacao.

A cultura Zn vitro de tecidos de P, vulga
ris cv. Moruna foi estabelecida na presenca dos sais inorga
nicos de MS e dos RCs, KIN e 2,4-D. Especificidade de respos
ta 4 indugao de calos e raizes variou conforne a origem do
explante. Explantes foliares foram os mais favordveis d indu
¢cao de calos, considerando os indices de crescimento e a au
séncia de diferenciacfo de raizes. O 2,4~D foi o principal

componente na inducac de ralzes nesta interacio.

Entre varias interagocs de auxina x cito
cinina, a interagéo XIN/2,4~D foi a mais indicada para a ob
tencao de calos em grandes quantidades. Nesta interacio nfo
ocorre diferenciagi3c de ralzes e obtem-se calos de cor creme

e friaveis, quando se utiliza segmentos foliares como explan

tes.

Caracterizagéo genotipica quanto ao cres-
cimento de calos ocorreu na vresenca de 6-BA/2,4-D em inte
ragao dialélica. Existiram diferencas na intensidade de res

posta entre os cultivares (Carioca, Pirat3-~l, Roxinho e Pu

1)

bla-153). Diferencgas especificas de crescimento de calos fo
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ram melhor visualizadas na concentracao de 5 uM de 6-RB2 em

funcao de concentracoes crescentes de 2,4-D {1 - 50 LSS I

. - - - . —
Diferencas genotinicas na inducao de ca
los foram melhor observadas com o uso de folhas trifoliola

das como fonte de explantes, cultivadas na interagao de XIN/

2,4~D. Nestas condigoes pdde-se constatar que 'Pirati-1° exi

ge niveis mais elevados de 2,4-D (4-10 vezes) do cque "Moru

na' para a inducac de calos.

Baseando-se na variakilidade dos germo
plasmas utilizados neste trabalho, pode-se concluir que cul
turas de Phaseolus vulgaris visando caracterizacdo genotipi-
ca, com base no crescimento de calos, podem ser estabeleci
das a partir de segmentos de folha primiria na interacao de
6~BA/2,4~D. Porem, segmentos de folha trifoliolada, cultiva
dos na interagéo de KIN/2,4-D, fornecen respogtas de cresci

mento mais especificas, conforme os tratamentos de RCs.

Calos de tecidos de feijio, oroduzidos a
partir de diferentes cultivares, fontes de explantes (hipocé
tilo, cotilédone, embrido e folha), em diferentes intera
coes e fontes de RCs, n3oc foran capazes de regenerar plantas
em culturas secundarias. As células contidas nos explantes
testados devem ser interpretadas como do tino induzivel a-de
terminagdace (IODC ou IEDC) e ndo cédlulas pré- determinadas
(PEDC). As condigoes de cultura necessarias para induzir as
células (organogénicas ou embriogénicas) & determinacdo nao

foram encontradas.
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O meio liguido testado vara estabelecer

suspensoes celulares de 'Moruna' (meio PC~L2, com 10 uM  de
2,4-D e 2 g/1 de CH) foi adotado para estudar as respostag

de crescimento de 36 cultivares de feijao, utilizando-se ca

los derivados de apices meristematicos. dtimas SUsSpensons ce

lulares foram cbtidas para trés cultivares aos 21 dias de
cultura e para outros sete cultivares aos 33 dias. Um grupo
de 15 cultivares apresentou suspensdes celulares de nouca
densidade, enquanto que no Gltimo gruno de 8 ndo houve cres
cimento de ceélulas no meio liguido adotado. Existiu uma inte
racao entre gendtipo, indculo inicial e meio de cultura como
fatores responsavels pelas respostas de crescimento em meio
liguido em P. vulgaris. Para cada cultivar devem ser estabe
lecidas as condigoes de cultivo que ser@o especificas = para
cada etapa da cultura. Entre os 33 cultivares de feijdo que
puderam ser estudados em meio liguido, tré&s (Moruna, Pira

ta-1 e Linea-29) formaram estruturas globulares, indicando a

especificidade das respostas in vitro.

Apice meristem3tico de feijdo, cv. Moruna
foi uma fonte ideal de explante para a cultura Zn vitro des
ta espécie. Otimo crescimento de calos e desenvolvimento de
plantulas puderam ser obtidos a partir deste explante, con
forme as combinagoes de RCs utilizados. Um total de 36 cﬁiti
vares de P. vulgaris foram cultivados em meio sdlido, utili
zando~se apice meristemd3tico como fonte de explante, na ten
tativa de encontrar um gendtipo mais favoravel 3 regeneracgao

de plantas <n vitro. Pela cultura de apices meristemiticos
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de feijao na presenga de IAA (10 uyM), 2,4-D (5 M) e KIN
(10 pM) obteve-se Otimos iIndices de crescimento de calos em
14 cultivares entre os 36 testados. A cultura de apice meris
tematico dos 36 cultivares, em meio B5, na presenca de 6-BA
(0,5 pM) levou a formagao de calos, morfogénese de raiz e/ou
gema apical, conforme o gendtipo. A cultura Secundaria des
tes tecidos, em meioc livre de RC, permitiu a formagao de ge
mas adventicias miltiplas em 12 dos 36 cultivares em estudo.
Estas gemas teriam se desenvolvido a partir de centros meris
tematicos pré-existentes no explante. A frequéencia de forma

cao de gemas adventicias variou entre os 12 cultivares { 2,0

a 12,6 gemas/explante) indicando diferengas na capacidade
morfogenética entre estes gendtipos, nas condigoes de cultu
ra adotadas. Maior frequéncia de formacao de gemas adventl
cias ocorreu quando as culturas foram mantidas em casa

de vegetacao , do gue em sala de cultura. Apenas oito ge
mas de 'Palmital Precoce' puderam ser desenvolvidas ate
plantulas, na presenca de NAA (1 uM) e GA; (2 uM). Isto suge
re que cada gendtipo de feijio requer condigaes de cultura
especificas nas diferentes fases de diferenciacio e cresci

mento.

Protocolos utilizados com sucesso para ob
ter regeneragao em outras leguminosas foram teslados em ﬁécé
dos de Phaseolus vulgaris cvs. HMoruna e Palmital Precoce. Em
nenhum caso, entretanto, obteve-se regeneracio de plantas de
feijao. A dificuldade em obter regeneracic em Phaseolus ovul

garis sugere que condigoes muito especiais de cultura devemn
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ser requeridas para a indugéo da diferenciagao de gemas nes

ta espécie.

Atraveés da producao de gemas axilares, po

de ser desenvolvida a metodologia para manutengao de bancos

cao de gemas axilares em regices nodais de plantulas de fei
jao consistiu em: (1) germinagac das sementes na presenca de
6~BA (5 = 50 uM); (2) cultura subsequente dos segmentos no

dais em meio B5 contendo 6-BA (5 uM); {(3) enraizamento das

gemas na presenga de IBA (10 uM) e (4} desenvolvimento das

plantulas obtidas in vitro em meio livre de RC. A frequéncia
de desenvolvimento de gemas axilares dependeu da luz, do ge
notipo, da concentragcao de 6~BA e da posicdo do nd na pléntu

la.
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VI. RESUMO .

Tecidos de 36 cultivares de Phaseclus vyl
garig L. foram cultivados 4n vitro, visanio desenvolvimento
metodelogico para o controle da diferenciagao, a fim de per

mitir a aplicagao.das. técnicas de cultura de células e teci

dos no melhoramento desta espécie.

A cultura in vitro de tecidos de Phaseo

lus vulgaris cv. Moruna foi estabelecida na presencga dos
sals inorganicos de MS suplementados com KIN e 2,4-D (1 - 50
uM) . A especificidade de resposta 3 indugdo de calos e rail

Zzes variou conforme a origem do explante (hipocolito, cotilé
done, embriao, folha primiria ou trifoliolada). Nesta intera
¢ac, a diferenciagdo de raizes foi inibida em concentracgces
superiores a 5 pM de 2,4-D. Explantes foliares foram os mais

favoraveis a inducao de calos.

Folhas primarias de ‘Moruna'’ serviram co
mo fonte de explante para testar diferentes interagoes de ci
tocinina (KIN, 6-BA e 2ip = 0 - 75 uM) e auxina { 2,4-D S =
6 - 50 uM; NAA = 0 - 75 uM; IAA = 0 - 100 pM)). A interacao
KIN/2,4-D foi a mais efetiva para a proliferacac de calos.
Nesta interagao nao ocorreu diferenciagao de ralzes e cbteve

se calos de cor creme e friaveis.

O crescimento comparativo de calos de qua
tro cultivares de P. vulgaris permitiu uma caracterizagio ge

notipica. Calos de folhas trifolioladas, na interacao de
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KIN/2 ,4-D, apresentaram melhor espaecificidade de Crescimento
em comparagao com a utilizaclo de folhas primarias na intera

gao 6~BA/2,4-D.

Calos de feijdo produzidos a partir de di
ferentes fontes de explantes e cultivares, emn diferentes in
teragoes e fontes de RCs, nfo foran capazes de regenerar

plantas em culturas secundarias.

Os sais PC-L2 foram eficientes no estabe
lecimento da cultura ligquida de tecidos de feijao cv. Moru
na, na presenga de 2,4-~D (10 uM). O plaqueamento das calulas
em SuSpensac em meio contendo 2,4-D (5 uM) permitiu a recupe
ragdo dos calos. A adigdo de CH (2 g/1) ao meio liguido esti
mulou a proliferagaoc celular, sendo gue na sua auséncia ocor
reu a formagao de estruturas globulares, semelhantes ao esta
dio globular tipico de desenvolvimento embrionario. N3o fo
ram encontradas as condig¢oes de cultura necessirias para o
desenvolvimento destas estruturas globulares, quando transfg
ridas para meios sdlidos. Calos derivados da cultura de api
ces meristemidticos de 36 cultivares foram também utilizados
para estabelecimento de culturas liguidas. Existiu uma . inte
ragao entre gendtipo, indculo inicial e meio de cultura como
fatores responsaveis pelas respostas de crescimento dos dife
rentes cultivares testados. 0Os cultivares Moruna, Piraféwl e
Linea—-29 formaram estruturas globulares em cultura 1liguida,

as quais nao desenvolveram-se aldm deste estadio.

Um total de 36 cultivares de P. vulgaris
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foram estudados, utilizando-se apice meristem3tico como fon
te de explante, na tentativa de encontrar um gendtipo de fei
jao mais favoravel & regeneracido de plantas in vitro. Em tes
tes prelininares esta fonte de explante se mostrou ideal ra
ra a cultura in vitreo desta espécie. O cultivo de apices me
ristemdticos em meio s5lido de MS contendo IAA (10 uM) ,
2,4-D (5 uM) e KIN (10 uM), permitiu discriminar dtimo cres-—
cimento de calos para 14 cultivares, crescimento mé&dio para
8 cultivares e crescimento insatisfatério para os 14 cultiva
res restantes. Apices meristemiticos destes 36 cultivares ,
cultivados em meio B5 na presenga de 6~BA (0,5 pM) formaram
calos e apresentaram morfogénese de raiz e/ou gema apical,
conforme o gendtipo. A cultura secundiria destes tecidos, em
meio livre de RC, estimulou a formacio de gemas adventicias
‘miltiplas em 12 dos 36 cultivares em estudo. A frequéncia de
formagao de gemas adventicias variou conforme o gendtipo e
as condigoes de cultura (casa de vegetagdo e sala de cultura). Apenas

oito gemas de 'Palmital Precoce' se desenvolveram atée 13n
g pilan

tulas.

Protocolos utilizados com sucesso para ob
ter regeneragao em outras leguminosas foram testados com te
cidos de Phaseolus vulgaris cvs. Moruna e Palmital Precoce.
Em nenhum caso entretanto obteve-se regeneracido de plantas

de feijao.

Culturas de nds de plantulas de feijao
foram estabelecidas apbs germinacao das sementes em meio B5,

na presenga de 6~BA (5 - 50 uM). A luz mostrou ser elemento
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essencial para o desenvolvimento de gemas axilares em regi
oes nodais de feijao. A freguéncia de desenvolvimento de gs
mas axilares variou conforme o gendotipo e a posicdo do nd na
plantula. Na presenca de 20 uM de 6-B durante germinagao e
subsequente cultura dos segmentos nodais, o cultivar Puebla
-153 apresentou superbrotamento (30 - 50 gemas/nd). Reduzin
do-se a concentragac de 6-BA para 5 pM durante cultura dos
segmentos nodais de 'Puebla-153', houve um = desenvolvimento
médio de 4,5 gemas/nd. Para 'Moruna', a germinagio das semen
tes na presencga de 6-BA (50 uM) e IBA (0,025 uM) e subsequen
te cultura dos segmentos nodailis em 6-BA (20 uM) e IBA
(0,025 uM), resultou no desenvolvimento médio de 2,8 gemas/

-

no.
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VII. ABSTRACT

Tissues of 36 cultivars of Phgseolus vulga
ris L. were established <»n vitro aiming toward the ﬁevelog
ment of a protocol for plant differentiation from bean ti
sues in order to apply the In vitro techniques for the impro

vement of this species.

Callus cultures of Phasegolus vulgaris cv.
Moruna wexe establishad in the presence of MS medium supple
mented with KIN and 2,4-D (1 - 50 uM). Callus proliferation
differed according with the source of explant {(hypocotil, co
tyledone, embryo, primary leaf or trifoliolate leaf). Root
differentiation was inhibited at levels of 2,4-D 5 uM or hi.

gher, in the presence of KIN. Leaf cultures were more favora

ble to callus induction than other sources of explants.

Primary leaves of "Moruna" were inoculated
to test different interaction of c¢ytokinin (XIN, 6-BA and
2ip = 0 = 75 uM) versus auxin (2,4-D = 0 ~ 50 uM; NAA =
0 - 75 uM; IAA = 0 -100 pM).The interaction of XIN/2,4-D was
the most effective for callus proliferation. In the presence
of these growth regulators creamish friable callus developed

with the absence of roots.

A genotypic characterization among four -
cultivars of P. vulgaris were obtained based on callus induc
tion from trifoliolate leaves in the presence of KIN/2,4-D.

These conditions were superior to discriminate in contrast
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to callus induction from primary leaves in the Presence of

6~BA/2 ,4-D.

All bean cultures established from diffe
rent explants sources, excised from four different cultivars
using several growth regulators interactions, were unable tb
regeneratE'plaﬁtléts”aurihémséédﬁdafy”culfurésg”.

Inorganic PC~L2 salts were efficient to
sustain liquid cultures of "Moruna' cells in addition of
2,4-D (10 uM). Fast callus growth were recuperated after sub
culturing these cells onto solid medium supplenmented by 5 UM
©f 2,4-D. The addition of CH (2 g/1) to the liquid medium im
prove cell growth. However when CH was taken from the abo
ve medium, meristematic globular structures dlfferentlated .
The globular structures did not develop further upon trang
ferring to solid media. Callus tissues derived from shoot
‘apexes of 36 bean cultivars were also inoculated into liquig
media. These liquid cultures presented growth differences
concerning to genotype, amount of initial inoculum, and cul
ture media. Only the cultivars Moruna, Pirat3a-1 andg Linea~29
were able to produce globular structures during liquid cultu

res.

Shoot apex of 36 bean cultivars were ~cul
tivated in order to explore possible genotypic differences
pPertaining to Zn vitro plant regeneration. This explant
source was found very promising during preliminary tests.

Callus tissues induced by MS medium in the Presence of TIAA
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(10 uM), 2,4-D (5uM) and KIN (10 uM) demonstrated optimum pro
liferation for 14 cultivars, medium growth for 8 cultivars .

and poor or no growth for the remaining 14 cultivars. Another

set of shoot apex cultures of these 36 cultivars were estab

lished with B5 medium in the presence of 6-BA (0,5 uM). Cal .
lus, roots and/or apical bud differentiation were found ag
cording to the genotype. During secondary culture of thesge

tissues (no growth regulator added) adventitious buds devel
oped according with the culture conditions (growth room or
shaded green house) and genotypes. From all adventitious buds
developed, eight buds of "Palmital Precoce" were succeSsful -~

ly grown to full plants.

Several protocols described for regenera
tion of leguminous tissues were tested with Phaseolus vulgaris
cvs. Moruma and Palmital Precoce. Plant regeneration was not

detected in any of these cultures.

Nodal cultures of bean seedlings were sta
blished following germination in B5 medium in the presence of
6-BA (5 — 50 uM). The presence of light was essential to the
development of  axilary buds from nodal cultures of
bean. The frequency of axilary bud development was different
according to the node position (cotyledonary of primary leaf)
and genotype. During dgermination and subsequent nodal “cu;
ture in the presence of 20 pM 6~BA, 'Puebla-153° presented a
very high number of axilary buds (30 - 50)., If 6-BA was redu

ced to 5 uM during nodal culture 4.5 axilary buds/node were



187

registred. With the case of 'Moruna', seed germination in
the presence of 6-BA (50 uM) and IBA (0.025 uM) following no
dal culture on 6-BA (20 uM) and IBA (0.025 uM) presented an

average o©f 2.8 axilary buds/node.
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VIII. APENDICE

1. Morfogénese in vitro

A obtencaoc de plantas in »vitro pole ocor—
rer atraves da cultura de explantes meristematicos ou nido-me-
ristematicos. Plantulas podem ser recuperadas pelo desenvolvi
mento de meristemas. Células ndo meristemiticas podenm redife
renciar Z» vitro tornando-se comnrometidas a um desenvolvi -
mento tipico de formagdo de plantletes, via organogénese ou
embriogénese somdtica, quando submetidas 3 condicdes apropria

das de cultura,

1.1. Desenvolvimento de meristemas

Certas espécies ou variantes gendticos po
dem apresentar dificuldade para propagagao vegetativa, ~atra
vés dos métodos convencionais de horticultura. A propagagao
clonal através da cultura de dpices meristemdticos, gemas a
¥ilares ou meristemas isolados, visando produzir plantas ge
neticamente uniformes, tem grande aplicacao comercial (MU
RASHIGE 1974) e em programas de pesquisa. A uniformidade &
o resultado do desenvolvimento iZm vitro de meristemas pré~e
xistentes . Os diferentes explantes podem ser cultivados em
meio de cultura de composicgaoc simples para a produgao de ge
mas maltiplas, as guais sdo subsequentemente separadas e
subcultivadas em meio de enraizamento. As plantas enraizadas

sao transplantadas para vasos e em seguida transferidas para

estufa e campo.
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A frequencia de obtencgdo de plantas de
explantes meristematicos pode ser manipulada pela altera
cao das fontes e concentragoes de requladores de crescimanto
utilizados no meio de cultura. Um estddic intermediiric de
calos pode multiplicar centros meristemfiticos, aumentando a
frequénéia de obtencao de plantas in vi¢ro. Alguns esquemas
de propagagao em larga escala sao baseacdos no uso de gemas
de plantulas obtidas in vitre, diminuindo o tempo de multi

plicagdo e evitando perdas por contaminacio e oxidagao.

1.2. Organogénese

A organcgénese de gemas ou raizes se ori
gina de um pequeno grupo de células derivadas de tecidos di
ferenciados tais como floema, cambio, parénquima, epiderme,
mesb6filo, etc. A redeterminacido destas células levando 3 for
ragac de gemas ou raizes & geralmente dependente da razio ci
tocinina/auxina do meio de cultura (SKOOG & MILLER 1957,
TRAN THANH VAN et al. 1974, EVANS et al.1981). Altasrazdes ce
concentracgoes favorecem a formacao de gemas enquanto que bai

Xas razoes de concentracdes favorecem a formacao de raizes.

A organogénese pode ser direta, na gqual
gemas se originam sem a proliferagao intermedidria de calos
(por exemplo: finas camadas celulares de fumsc, cé&lulas epi
dérmicas de feijdo alado). Organogénese indireta se refere
a proliferacdo de calos e posterior diferenciacao de gemas
{tomate, batata, fumo, etc). As células que sofrem organoge

nese {direta ou indireta) sao chamadas células organogénicas
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induzidas & determinag3o (IODC),segundo SHARP & ZVANS (1981) .

1.3. Embriogénese somitica

De forma semelhante, embriogénese in VT
tro pode ocorrer através de dois processos distintos: (1) emn
briogénese direta, onde embrides somaticos se dfiginam de cé
luvlas, sem a formagao intermediiria de calos (por exemplo: cé
lulas nucelares de variedades poliembrifnicas de Citrus, c¢é&
lulas epidérmicas de hipocdtilo de Ranunculs sceleratus L.);
{(2) embriOgéhese indireta, onde a proliferacao de calos ocor

re antes da diferenciagdo do embrifio (por exemplo: floema se

cunddrio de cenoura, tecidos foliares de café). Estes dois
diferentes padroes de diferenciacio dependem da determinacao
de eventos na citodiferenciacdo durante o ciclo celular. Sa
be-se que as cElulas tem sua regulagaoc determinadapelo menos
um ciclo mitdtico antes da diferenciacio (YEOMAN 1970). Enm
outras palavras, células que sofrem embriogénese direﬁamente
sao descendentes de uma prévia divisio celular determinativa.
Tais c&lulas determinadas podem sofrer inibicio pds-mitdtica
(estado Go) até que condigdes de cultura sejam favoriveis pa
ra o inicio da seguéncia do ciclo mitdtico, caracteristico da
embriogénese. Os dois tipos gerais de diferenciagao embriogd
nica (direta ou indireta) podem ser também caracterizados\pg
los seus relativos tempos de determinacdo e di ferenciagao do
tecido embriogénico. Embriogénese direta ocorre a partir de
células embriocgénicas pré-determinadas (PEDC), enquanto que
embriogénese indireta, requer a redeterminac3o de células di

ferenciadas, proliferacao de calos e diferenciacdo de  célu
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las embriogénicas induzidas a determinagao (IEDC) (SHARP et

al. 1980) .

iparentemente, PEDCs requerem a sintese
de uma.substénCia indutora ou remocao de uma substincia ini
bidora para a retomada da atividade mitStica levando ao de
senvolvimento embriogénico. As cé&lulas gue sofrem_diferencié
gao do tipo IEDC requeren a presenga de substdncias que per
niten o reinfcio do ciclo mitdtico. A citodiferenciagac e a
emergéncia de uma organizacdo multicelular sio processos com
virias fases, onde cada fase leva ao estabelecimento de um
padrao particular de ativagao génica, resultando na transi

¢ao para o proximo estddio de diferenciagdo (STREET 1978). I

nibicao . pode ocorrer em qualquer fase deste processo.

2. Cultura de Tecidos de Leguminosas

n.l. Acacia koa

Acacia koa Gray & uma arvore de grande
porte, endémica das florestas do Hawai, importante pela qua
lidade de sua madeira. Espécies florestais produtoras de ma
deira de boa gualidade estdo se tornando raras. Clones de ma
trizes selecionadas para produgéo de madeiras de lei sao ne
cessarios para novos projetos de reflorestamento. No entanto,
a propagagao vegetativa de matrizes selecionadas nen sempre
& possivel pelos métodos convencionais. SKOLMEN & MAPES
(1976) descreveram um m&todo para a propagagao vegetativa de

4. koa através da eultura de apices meristemiticos. A presen
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¢a de calos fol observada na base dos apices mneristematicos
cultivados em meio de !NS suplementado com AC (1%) = 2,4-D
(11,3 uM}. Estes tecidos foram transferidos para meio de IS
suplementado com 6-BA (22 uM) onde ocorreram gemas com pri
mordios foliares. Agua de cobco (10%) e 6-BA (4,4 uM) foramn
benéficos para o crescimento posterior das plantulas. A indu
b - . . » = >
gac de raizes fol obtida no mesmo meio basico, na presencga

de IBA (1 uM). Suspensao celular pdde ser estabelecida emn

meio de MS acrescido de AC (10%) e 2,4-D (11,3 W) porém,nao

foi possivel recuperar plantas a partir de cultura ligquida.

2.2. Arachis spp.

O primeiro trabalho de cultura de tecidos
in vitro de amendoim (Arachis hypogaea L.} visando regenera
géo de plantas foi descrito por YUNG RU & YU -~ HW®IC (1978).
A partir da cultura de embrides ou ralzes foram obtidos ca
los e cé&lulas em suspensao que guando transferidas para meio
86lido originaram raizes. Em outro experimento fol possivel
induzir o desenvolvimento de plantulas a partir da cultura

de embrioes. Trés plantulas foram obtidas uma das gquals nao

possuia raliz e sobreviveu por enxertia,

DAVIS & SHIMABUKURO (1980) utilizaram o&
lulas de mesdfilo de amendoim isoladas enzimaticamente e sus
pensoes celulafes de calos de amendoim no estudo da toxicida
de e modo de aééo de herbicidas. Culturas de cé&lulas de amen
doim também tem sido utilizadas para estudos bioquimicos

(STEPHAN & VAN HUYSTEE 1981)}.
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Recentemente BAIAJ et al. (1981) demons
traram a indugao de androgénese em culturas de anteras da es
pécie tetrapldide de amendoim (4., hypogaszale de uma espécie
dipldide selvagem (4. villosa Benth.). Anteras com pdlens no
primeiro estiddio de divisio mitdtica, cultivadas em meio de
MS, acreséidomdé“IAA”(23:ﬁM)””

apresentaram calos em 3 semanas em cerca de 13% (4. hypo

gaea) e 11% {4. villosa} das culturas. Calos subcultivados
na presenga de NAA (5,4 uM) e 6-BA (8,8 uM) originaram gemas

niltiplas em 3 semanas. O enraizamento foi feito na presenca
de NAA (2,7 =~ 5,4 vi) . As respostas de crescimento foram ge
notipicas: anteras de 4. villosa apresentaram pouca prolife
racao de calos mas regeneraram gemas e plantletes com mnaior
frequéncia (40 - 70% dos calos) enquanto que, em 4, hypogaea
houve profusa proliferacao de calos que na maioria das vezes
originaram raizes, sendo que gemnas se formaram apenas ocasio
nalmente. Os calos e as plantas regeneradas eram mixapldides
variando de hapldides a octapldides. Foi concluido que a re
generacao de plantas a partir da cultura de anteras de amen
doim permitiria a aplicacao desta técnica para o cruzamento
de hapldides e tambén para a indugao ¢n vitro de variabilida

de genética nesta importante cultura.

2,3, Cajanus cajan

SHAMA RAO & NARAYANASWAMY (1975) utilizg
ram 5 kRad de irradia¢do gamma em calos de hipocdtilos de
Cajanus ecajan (L.) Millsp. cv. T 21. A inoculacdo destes ca

los irradiados em meio contendo sais de White, KINM (4,7 uM),
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Inn (0,06 121) e CH (400mg/l) permitiu a obtenciao de plantas.

Cultura de anteras de "pigeon pea" (Caja
nus cajan) visando a obtengao de plantas hapldides foi feita
por BAJAJ et al. (1980). Anteras contendo pdlens uninuclea
dos, extraidas de botoes florais de plantas de Cajanus cajan
cv. T 21, foram cultivadas em meio de MS suplementado  com
Ian (22,8 uM) e KIN (9,2 wi), sob luz difusa. Cerca de 36%
das anteras formaram calos em 3 semanas de cultura. Uma sus
pensao de pdlens derivada da cultura de anteras foi incubada
em gotas (0,1 ml) sobre meio de agar. Os pdlens sofreram re

="

petidas divisoes nucleares e celulares formando embrides, en
tretanto a frequéncia de androgénese foi baixa (1,8% de pd
lens multinucleados ou multicelulares). Calos derivados da
cultura de anteras se apresentaram mixapldides com granée va

riabilidade cromossdmica. Nao foi descrito desenvolvimento

alén do estadio de embriao.

2.4, Cileer arietinum

A diferenciagao de gemas adventIcias miil
tiplas, a partir de cotilé&dones de (Zicer arietinum I. var,
BG-8 foli relatada por MUKHCOPADIIYAY & BHOJWANI (1978), utili
zando meio B5 acrescido de IAA (2,9 uM) e 6-BA (4,4 uM). A
diferenciagao destas gemas foil precedida pela formag¢io de um
pequeno calo no explante. Calos com crescimento vigoroso fo

ram també&m estabelecidos a partir de segmentos foliares e

apices meristemdticos de (. arietinum. Estes calos foram man
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tidos em meio BS com IAA (2,9 uM) e 6~BA (4,4 M) durante
um ano, através de subculturas mensais em diferentes combina
coes de RCs. Embora raizes tenham sido obtidas ocasionalmen

te, a diferenciaQEO de gemas nunca foil observada,

Plantas de diferentes cultivares de .

arietinum”féréﬁ'rééﬁpéradaé'WBAJRJH&Dﬂﬁﬁjﬁ'1979)' pela cul

tura de meristemas (0,2 - 2 mm). Entre os varios meios testa
dos; a melhor resposta de crescimento e desenvolvimento de
plantas foi obtida em meio de !MS suplementado com ‘ IAL
(11,4 w1) e KIN (2,3 yM). A porcentagem de recuperagio de

plantas foi diretamente proporcional ao tamanho do meristema.
Diferencas genotipicas foram observadas nas respostas de
crescimento. O cultivar G 130 apresentou o nelhor desenvolvi

mento de plantulas seguido por 'G 543' e 'L 550°'.

2.5, Crotalaria spp.

0 género Crotalaria contém cerca de 24 al
caldides do tipo pirrolizidino, utilizados cono agentes anti
tumor, hipotensivo e mutagénico (RAO et al, 1975, SATYAVATI
et al. 1976). Trabalhos com cultura de tecidos de Crotalaria
Juncea L. tem sido realizados visando extragac de produtos

secundirios como "quercetin" (JAIN & KHANNA 1974).

RAMAWAT et al. (1977) descreveram a iﬁd&
¢do de calos e gemas em (. juncea. A inducdo de calos a par
tir de segmentos de raiz, caule e folha foi feita em meio de
MS com KIN (2,3 uM), NAA (27 uM), acido aspartico (7,5 uM),

acido glutdmico (6,8 uM) e serina (9,5 uM). Os calos se apre
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sentaram friaveis e escuros quando mantidos no 2sCcuro, en
quanto que calos de folhas e raizes se mostraram compactos,
enrijecidos e verdes quando cultivados na luz e em altas con
centragbes de KIN. A habilidade em regenerar plantas pareceu
ser dependente da fonte de explante e das condigdes cultu
rais. O desenvolvimentoudeugemasmf0i~inibidomna-presenga de

auxina eml:ora embrices tenham sido produzidos. Calos obtidos

de caule e folha desenvolveram gemas quando cultivados em al

tas concentragdes de KIN. Os calos derivados de raiz nao
produziram gemas. O nimero de genas regeneradas em calos
derivados de folha (15-20), na presenca de KIN (230 uyM) foi
maior do qgue aqueles produzidos em calos derivados de cau
le, na mesma concentragao de KIN. Estes calos produziram me
nor numero de gemas (5-7) na presenga de KIN (46 ui). O en
raizamento destas gemas foi realizado em meio contendo NAA
(0,5 uMl). A morfogénese de raizes ocorreu em calos produzji
dos a partir dos deferentes explantes, sendo bastante fre
quente nos varios tratamentos e apenas inibida em altas con

centragoes de citocinina.

Calos foram induzidos em segmentos de
caule e folha de Crotalaria burhig Buch.-Ham. cultivados en
meio de M3, suplementado com 2,4-D (1,1 uM), NAA (1,3 i)
e KIN (1,1 uM) (RAJ BHANSALI e* al. 1978b). A formacdo de
gemas ocorreu en calos e diretamente em segmentos de caule,
en meio de MS contendo 2-5 uM de 6~BA e KIN (isolados ou em
combinacao). O 6-BA mostrou um efeito estimulatdrio na indu
¢ao de gemas. A maior frequéncia de gemas ocorreu em nmeio

contendo 6~-BA (2,2 uM), EM (1 g/l) e NAaA (1,3 ull). Maiores
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concentragoes de NAA (27 uil) induziram raizes nos segmentos
de caule e nos calos. 0,2,4~D se mostrou inibitbrio & orga
nogénese. Nao foi possivel o enraizamento das gemas, fato
que fol justificado pelas baiwas concentragoes de auxina uti

lizadas no meio de cultura.

RAJ BHANSALI et al. (1978a) foram capa

zes de regenerxar plantas de Crotalaria medicagenia Lan. a
partir da cultura de segmentos de caule e folha. Calos fo
ram induzidos na presencga de 2,4-D (2,3 - 4,3uM). A transfe
réncia dos calos obtidos para meio de cultura contendo oS

sais de M8 e 6-BA (2,2 - 8,2 uM) resultou na organogénase de

gemas.

2.6, Glycine spp.

A soja (Glycine max(L.) HMerr.) & uma ou
tra leguminosa, além de feijao, extensivamente estudada emn
culturas in vitro. Suspensoes celulares de soja tem sido u
tilizadas para estudos bioguimicos (GAMBORG 1965, GAMBORG &
EVeELEIGH, 1968, GAMBORG & FINLAYSON 1965, GAMBORG 1870, EL&"&E
THEWS & WIDHOLM 1979). O meio B5 descrito por GAITBORG et
al. (1963) foi baseado nas respostas de crescimento de célE
las de soja em meio liquido. SCHENK & HILDEBRANDT {(1972) a
pOs testarem diferentes composicoes de meioc de cuitura,dei
creveram ﬁm meio Gtil para o cultivo de varias mono e dico
tiledbneas. A soja esteve entre as leguminosas fqjue  produzi
ram calos friadveis, com crescimento vigoroso e facilmente
desagregaveis. Suspensdes celulares de soja também foram u

sadas para testar técnicas para a obtengdo de suspensdes ce
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lulares continuas en fitostato (JIILLER et al. 1968}, para a
produgao de cilulas isoladas em suspensio (KUBEK &  SHULER
1978a) ou para a determinacio de massa celular { KUBEK &
SHULER 19 78b). WITHAM (1963) utilizou calos de cotiladones
de soja para estudar o efeito de 2,4-D e KIN no crescimen
to de calos. COLLINS et al.. (1378) utilizaram tecidos de
soja para comparar o efeito de picloram com o de outras auxi
nas em culturas <n vitro. O estudo da toxicidade e modo dea
acao de herbicidas em suspensoas celulares de soja foil des
crito poxr DAVIS & SHINMABUKURO (1980). A diferenciagao de ecle
mentos tragquedrios em soja fol relatada por FOSKET & TORREY
(1969) . HOLSYEN et al. (1371) e PHILLIPS (1974a, b) utiliza
ram células de soja em suspensao para estudar a relagao sim
bidtica de fixagao de nitrogénio entre leguminosas a  bacté
ria Rhizobium. O controle da morfogénese de raizes em calos
de soja foi estudado por EVANS et al. (1976}, SCHWENK (1930)
obteve calos a partir do plagueamento de células de soja en
suspensao derivadas de cotilédones. O isolamento e  cultura
de protoplastos de soja foi descrito por ZIEG & OUTKA {(1980).
Tecidos de vagem tratados enzimaticamente liberaranm proto
plastos, ©s quais recuperaran .a parede originando calos - e

morfogénese de raiz.

KIMBALL & BINGHAM (1973) relataram o df__a“
senvolvimento de gemas axilares em segmentos de hipocdtilos
de solja, sen a formagao intermediaria de calos. Ouando seg
mentos de hipocdtilo do cultivar Dunn foram cultivados no

meio PRL—4, acrescido de AC (15%) e IaA (0,6 — 11 uM)  houve

o desenvo lvimento de raizes na extremidade basipeta dos- seg
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mentos ou de gemas axilares na extremidade acropeta. Embora
gemas tenham desenvolvido em todo o gradiente de IAA testado,
o crescimento mais consistente de gemas ocorreu com IAA a
2,8 e 5,7 uM (1 - 10% das repeticoes). Segmentos do cultivar

Corscy também desenvolveram gemas quando cultivados na pre
senga de IAA (0,6 e 6,0 uM) indicando qua a_formagao de ge
mas axilares nao foi especifica para cultivar no meio adota
do. Entre os segmentos que apresentaram genas, 50% continhan
duas gemas opostas simetricamente e apenas em um segmento
houve o desenvolvimento de mais de duas gemas. A formacao de
raizes ocorreu em 35 - 90% ('Dunn’) ou 16 — 20% ('Corsoy" )

dos segmentos, incluindo a maioria dagueles onde previamente
houve o desenvolvimento de gemas. O meio de Miller com KIi
(2,3 ou 9,2 uM) e IAA (2,9 pM) foi tio efetivo para o desen
volvimento de gemas axilares quanto o meio PRIL-4 acres
cido de AC (15%) e IAA (2,9 uM). As plantulas obtidas fo
ran tranéplantadas prara sclo e transferidas para estufa on
de cresceram, floresceram e produziram sementes e plantas nor

mais.

OSWALD et al. (1977) descreveranm a di fe
renciagac de estruturas globulares a partir da cultura de co
tilédones de Glyeine max cv. Bragg. O meio de Phillips modi
ficado pela adicao de biotina (0,82 uM) e pantotenato de cal
cio (12,6 uM) foi utilizado para o estabelecimento das cultu
ras (meios de Phillips-HM}. Calos proliferaram nos segmentos
de cotilédones, na presenca de 2,4,5-T (20 uM) e KIN (0,5
ui1), apds 12 dias de cultura. Estes calos foram ~inoculados

em meio liguido contendo 2,4-D (2,3 uM) e KIN (0,5 uM). Apds
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3 semanas as suspensoes celulares foram plaqueadas em nmeio
sdlido contendo 2,4-D (2,3 p1) e KIN (4,6 uil). Em 7 dias ob
servou~se a formagao de calos clorofilados e em 3 semanas ob
teve-se 2 primdrdics de gemas entre 65 culturas, nao sendo
descrito desenvolvimento além deste estadio.

Tecidos de soja e de varias espécie de Gty
cine selvagens, totalizando 56 cultivares, foram cultivados
com o objetivo de renegeragao de plantas (BEVERSDORF & BIN
GHAM 1977). Hipocdtilos e ovarios foram cultivados em meio
s6lido e ligquido com virias concentragdes e combinacles de
RCs. Proliferagao midxima de calos ocorreu em meio BS acres
cido de 2,4-D (1,8 - 3,6 uM) e KIN (1,1 - 2,3 uM) em cultu
ras com 23 dias de idade. Centros de crescimsnto compactos
(nddulos com células semelhantes 4 meristemiticas) se desen
volveram quando os calos foram inoculados em meio 1I§uido de
Miller suplementado com vArias interacodes auxina/citocinina.
Culturas liguidas com 2,4-D (4,5 pM),IAA(2,9 MM} e KIN(2,3 uM
produziram muitos centros de crescimento, na maioria dos quads
houve © desenvolvimento de raizes com subsequente formacao
de calos. Culturas liquidas contendo 2,4-D (2,3 uM) e XIN
(0,05 uM) produziram centros de crescimento onde se inicig
ram menos raizes, mas que, freguentemente se alongaram em es
truturas senmnelhantes a embrides. Estes centros de Ccrescimen
to entretanto, nac apresentaram crescimento posterior. A pro
dugao de centros de crescimento em meio liguido pareceu ser
especifica para o meio testado. Centros de crescimento foram
frequentemente observados em culturas de cé€lulas de G. soja

Sieb & Zucec,G. max e G. tabacing Benth mas nao foram observa
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das em culturas semelhantes de G.wightti (Grah. ex Wight

,.
4
La

Arn} Verde., G. clandestina Wendl. ou 4. tomentelle Havata.

Todos os gendtipos de (. maz testados desenvolveran centros

de crescimento em cultura liguida. Entretanto, alguns culti
vares mostraram uma maior tendencia em desenvolwver estrutu

ras semelhantes a embriodes.

O desenvolvinento de gemas axilares am
culturas de soja foi obtido pelec uso de segmnentos de nos co
tiledonares condicionados (CHENG et alZ. 1980¢). A germinacao
de sementes de soja em meio de B5-M2 na presenca de IBA
(0,025 uM) e 6-BA (10 - 50 pM) estimulou a formagao de varias
gemas na regiao do nd cotiledonar. A cultura dos segmentos
de nds cotiledonares condicionados, em meio sélido contendo
IBA (0,025 uM) e 6-BA (5 -~ 50 uM), estimulou a formagao de
gemas axilares miltiplas. A multiplicacdo continua de gemas
foi obtida pelas subculturas peribdicas das massas de teci
dos organizados no mesmo meio original. O crescimento poste

rior destas gemas foi obtido pela subcultura em meio conten

do bhaixa concentragéo de 6~-BA (1 uM). Plantas de soja foram

produzidas apbs o enraizamento em meio bisico sem RC. Cada
fase acima descrita teve um periodo de cultura de 4 sema
nas.

Segmentos nodais de caule de soja foram
também testados para propagacao vegetativa (SAKA et al.l1980).
O estimulo da formagao de gemas axilares nos segmentos no
dais foi aumentado pela germinacao das scmentes em meio ba

sal, sem RCs. As concentragoes de citocinina requeridas para

os segmentos nodais condicionados produzirem gemas foram: (a)
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6-BA (1 — 5 uM) no meio MS-M e (b) G6-BA (1 - 50 ) no meio

B5-1M2. As respostas dos explantes cultivados nestes cois

meios basais, contendo 6~BA, foram diferentes. Por exemplo,
com 25 pl de 6-BA o numero médio de gemas induzidas por cul
tura foi de 2 no meio MS-M e 10 no meio B5-12. O_meio BS—M2
foi superior ao meio MS~M nao s& para a inducao de gemas
mas tambénm para seu desenvolvimento posterior. O crescimen
to de gemas fol estimulado pela redugéo da Cencentragao de

6-BA e substituigac de frutos e por sacarose.

Os trabalhos anteriores apresentando de
senvolvimento de gemas em tecidos de soja foram realizados
com explantes gque continham meristemas apicais e axilares
(KIMBALL & BINGHAM 1973, CHENG et 2l.1980, SAKA o2 zZ. 1980). A ca
pacidade regenerativa em varias esp@cies de Giyeine usando
tecidos ausentes de meristemas foi examinada por RKAMEYA &
WibHOLM (1981). Secgmentos de hipocOtilo, cotilédone e raiz
de plantulas de oito espécies de Glycine foram cultivados emn
meio de MS suplementacdo com HAA (0,5 - 27 uM) e 6-BA (0,4 -
44 uM). A regiao do nd cotiledonar foi eliminada. Das oito
espécies testadas, a regeneracac de gemas en alta frequén
cia fol observada somente a partir de segmentos de hipocétg
lo de G. canescens ¥F.JF. Hermann (60% dos explantes forma
ram gemas) . Um pequenc nimero de gemas foi induzido em 5%
aos segmentos de hipocdtilo de ¢. tomentella a partir das
guais obteve-se plantas. Cotilédones de §. canescens forma
ram gemas (5% das culturas) que nac apresentaran desenvolvi
mento posterior. A in&ugéo de gemas nos segrmentos de hipocd

tilos ocorreu apenas nas cdmbinagaes de 6-BA (4,4 uM) com
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Haa (10,8 ) e 6-BA (22 plM) com HAA (0,5 uM). A frequég

cia regenerativa em hipocdtilo de §. canescens foi influen
ciada pela idade da planta e pelo comprimento e posicdo do
segnento. Estas gemas puderam ser enraizadas e transplanta
das para solc onde plantas normais se desenvolveram. Tecidos
de soja, €. sofa, G. clandestina, G. faleata Benth. C.tabael
na e G. latifelia nao regeneraram gemas nas mMesmnas condicoes

utilizadas para (. canescens e 5. tomentelila.

2.7. Indigofera enneaphylla

A regeneragao de plantas de Indigoferaen
neaphylia L. fol descrita por BHARAL & RASHID (1979b). A cul
tura de segmentos foliares, cotilédones verdes e hipocdtilos
em meio guimicamente definido contendo sais B5, IAA (2,9 uM)
e 5-BA (4,4 uM) levou a regeneragéo de numerosas gemas.
Estas apareceram em pequenos calos induzidos nos explantes.
O nimero de gemas originadas em cada explante foliar variou
entre 10 ~ 50 em cerca de 50 - 60% das culturas. Entretanto,
nao foi observado desenvolvimento posterior das gemas induzi
das nestes explantes. Quando se utilizou cotilédones como fon
te de explante 70% das repeticoes produziran estiuturas se

melhantes a pequenas gemas, apds 4-5 semanas de cultura. u
ma semana depois, 90% destas culturas apresentavanm gemas e
50% destas continham folhas bem desenvolvidas. O numero de ge
mas com folhas por cotilédone cultivado variou de 5~30€3c3n§
mero de gemas sem folhas de 50-150,enquanto que o numero de

gemas diferenciadas por hipocdtilo cultivado variou entre

40-100. Estes resultados demonstraram uma diferenca no poten
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cial morfogenético nas difersntes partes da mesma planta (hi
vocdtilo = cotilédone) . A obtencao de ralzes e crescinento
adequado das gemas ocorreran er tecidos contendo calos culti
vados na prasenca de AR (10,8 uM) e 6-BA (0,9 urh seguido
de transferé@ncia das gemas para o meio basal. 0Os plantletes

desenvolveram—se normalmente chegando a florescer 4»n  viipes

a

no maio basalyv A utilizagac de IAA como fonte "‘de auxina e
G-BA como fonte de citocinina feol determinante para a rog jene
ragao de gemas. Quando 6-3A foi substituido por 2ip ou %,n3o

houve diferenciacac de gemas em segmentos de hipocdtilo ou

cotilédone. A substituigao de IAA por 2,4-D (2,3 uM) ou NAA

AS

(

;7 W) levou & formacao de calos em explantes de cotilédo
nes. Os calos induzidos na presenga de 2,4-D quando transfe
ridos para o melo de diferenciagéo, contendo IAA e 6-BA, ori

ginaram gemas.

Lathyrus sativus L. & uma legquminosa de re
gices aridas e semi~aridas da fndia, cujcs graos apresentan

B

alto teoxr proteico, sendo tambén utilizada como forragem

Apices meristemdticos de L. sativus var.
LED~6 foram cultivados em meio B5 suplementado com IAA (2, J;m}
e 6-BA (4,4 M) obtendo-se¢ calos em 70% das culturas
(MUKHOPADHYAY & BIOJWANI 1978). Zm trés semanas os calos Mse
apresentaram compactos e verde brilhantes. Ands 4~5 semanas
de cultura primadria, estes calos se tornaram cpacos  com  re
gioes verdes localizadas. En 10% destes calos, estruturas se

melhantes a gemas adventicias foram notadas nas regioes ver
2] - =
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des. Nesta época, todos os calos (com ou sen gemas) foram
transferidos para meio fresco, idéntico ao da cultura primd
ria. Apds quatro semanas de cultura secundaria, 70% dos ca
los exibiran diferenciag@o de gemas. Inicialmente um ﬁnico<¥§
lo produziu 4-3 gemas em diferentes locais. Durante as cultu
ras subsequentes a frequéncia de diferenciagéo_pq;.calo foi
aumentada;mgééélquatro subculturas, a diferenciagao de gemas
ocorreu em qﬁase 100% das repeticoes. Dependendo de sen tama
nho, o nGmero de genas produzidas por calo variou entre 45~
2. As culturas mantidas por mais de um ano retiveran a habi
lidade morfogenética para diferenciar gemas. As dgemas foram
subcultivadas em meio contendo 6-BA (0,9 uM) e MAA (1,1 uM)
ou IaA (1,1 uM) para a indugdo de ralizes porém, organogdnese
de raiz ocorreu apenas ocasionalmente. Calos induzidos ‘ no

meio primario apresentaram crescimento vigoroso, quando trans

feridos para meio contendo 2,4-D (2,3 ull) e 6-BA (4,4 ur).

Posteriormente GHARYAL & HAHESHWART (1.980)
descreveram um meio de cultura capaz de promover organogéne-
se e formagao completa de plantas de L. sativus var. LSD~-3.
Apices meristemiticos cultivados em meio B5 suplementado com
NaaA (10,8 uM) e 6-BA (2,2 uM) produziram calos em 90% dos ex
plantes, apds 6 dias de cultura. A diferenciacao de genas
(100% das culturas) e ralzes (402 das culturas) foi observa
da pds cexrca de 6 semanas de cultivo no mesmne meio. Subcultu
ra no mnesmo meio resﬁltou no aumento do nimero de gemas por

repeticao. Plantletes completos foram observados apds cerca

de 6 semanas de subcultura. A diferenca de resposta morfoge
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nética da var, LSD-2 com relacfio & var. LSD-5 (estudada por

URHOPADHYAY & BHOJWANT  1973) na qual plintletes completos
nao foram obtidos foi atribulda a um dos seguintes fatores:
(1) diferenga genotinica, (2) diferenca dos requladoraé de

crescimento utilizados, ou (3) diferenc ca das condigoes de

crescimento e idade das plantas doadoras de explantes,

2.9. Lotus spp.

A regeneracgac de plantas de Lotus SPP.,
una leguminosa forrageira, foi demonstrada primeiranmente por

NIIZERT & GRANT (1971). Anteras de tr8s colecdes de Lotus cor
niteulatus L. {(cv. Empire, cv. Viking e uma variedade selva
gem) e de L. caucasicus Ruprian foram cultivadas em meio S§
lido na tentativa de induzir plantas hapldides. Porénm, as
plantas regeneradas apresentaranm o mesmo ninero cromossamico
que 0 material parental, com excessio de alguns polipldi
des. Este resultado sugere que as plantas de Lotus obtidas
foram derivadas de tecidos somiAticos (das paredes das ante
ras ou dos filetes) e nao dos micrdsporos. A indugao de ge
nas e ralzes ocorfeu em calos destas duas espécies de Lotus
cultivadas em meio de Miller, supliementado com IAA(B,6 - 22,8
uM) e KIN (6,2 - 18,4 uM) ou 6~BA (6,6 — 17,6 uil) depois
de um consideravel perfodo de incubagfo. Tanto gemas como rai
zes se desenvolveram em meio contendo KIN mas, dguando eéta
foi substituida por 6-BA, o desenvolvimento de rafzes foi i

nibido enguanto que o desenvolvimento de gemas foi pPromovi

do. A frequéncia e o tempo para a regeneracao de gemas varia
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ram conforme o gendtipo. Para L. corniculatus cv. Empire a
regeneragéo de grande nimero de gemas ocorreu en calos com
trés meses de cultura. O cultivar 'Viking' de 7. cCornt oym—
latus e L. caucasicus produziran poucas gemas e somente apos
9 a 10 meses de cultura. As gemas obtidas napresencga des 6-BA
foram enraizadas em meio contendoc IAA (0 - 11,4 uM) e RIN
(0 - 9,2 urM), obtendo-se melhores resultados nas baixas con
centragbes dos RCs. Desta forma foram obtidas quatro plantas

adultas de L. corniculatus cv. Viking, 38 de cv. Empire e

duas de L. cqueasicus.

TOMES (1979) estabeleceu um método de pro
paqagéo vegetativa in vitro de "birdsfoot trefoil" (L. cornt
culatus cv. Leo) visando manutencao de gendtinos, Segmentos
nodais (5 mm) e submeristemas (0,3 mm} foram cultivados em
meio B5 na presenga ou ndo de 6-BA (0,2 uM) . Por esta técni
ca, gemas pré-existentes no explante se desenvolveram sem a
intermedidria formagao de calos. As culturas foram estabele
cidas mais rapidamente a partir de segnentos nodais. Mais de
95% das culturas nodais desenvolveram gemas, apds duas sema
nas, em amboos o0s meios de cultura. No mesmo periodo submerig
mas produziram gemas em 21% (meio sem RC) e 44% (meio com &—
BA) das culturas. O nimero de gemas aumentou significante
mente com a idade da cultura, independentemente do neio & do
explante utilizado. Na presenca de 6~BA os segmentos nodais
produziram uma média de 1,32 gemas (apds 2 semanas) e 5,20
gemas ({apds 8§ semanas) enquanto que submeristemas produziram

0,4% gemas (apbs 2 semanas) e 6,64 gemas {apds 8 semanas).No
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nelo ser RC os segmentos nodais produziram uma média de 1,01
gemas (apds 2 senanas) e 1,31 genas (apds 8 semanas) anqguan
to gue ©s subneristenas produziran 0,21 gemas (apos 2 semna

nas) e 0,53 gemas (apds 8 semanas). lota-se que a adigéo de

6~BA ao meio de cultura aumentou o nimero de genas produzi
~das por explante. As gemas obtidas dos segmentos nodais fo
ram enralizadas (53%) guando subcultivadas em neio sem RC. 2y
incubacao das culturas em temperaturas reduzidas (2 - 4 2C)

durante um més pouco alterou o ntmero e altura das gemas pro
duzidas durante o periodo de incubacao. Plantletes transfe
ridos das culturas incubadas 3 baixas temperaturas para sala

de crescimento apresentaram uma alta taxa de sobrevivéncia.

"Birdsfoot trefoil" & um legume de forra
gem sensivel ao herbicida 2,4-D. SUANSON & TOMES (1930) pro
curaram estudar a tolerancia Zn vitre ao 2,4-D de linhas ce
lulares do cultivar Leo. Segmentos de internds (1,5 cn) de
nove diferentes gendtipos serviram como explante. O meio ba
sico utilizado em todos os experimentos foi o meio BS modifi
cado (B5-M1), com naiores niveis de CaCl, (440 mg/1) e MgS0,
(370 mg/Ll). A inducao de calos fol feita na presencga de (2,4-D
(4,5 uM), ApOs 4 semanas de cultura foi selecionado um ge
ndtipo com crescimento ripido. Calos do gendtipo selecionado
e calos de um controle nao selecionado foram subcultivados
em meio basico acrescido de 6-BA (0,4 uM) wvisando regenera
cao de gemas e raizes. Apds 14 dias estes calos foram trans

feridos para meio de cultura livre de RC. Calos do gendtipo

controle levaram mais tempo para produzir ralizes e gemas do
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que calos do gendtipo selecionado de crescinento rapido. En
tretanto, embora o gendtipo selecicnado tenha produzido rail

Zes nais prolificas e nunm tempo menor, ele nroduziu menor ni

£

mero de plantas por grama de calo (10 - 11 plantas do  qgue
o genbtipo controle (16 = 17 plantas) apds 6 semanas. O efel
to de altos niveis de 2,4-D no crescimento de calos foi tes
tado nas duas linhas celulares usando 2,4-D (4,5 e 180 uMY . A
exposicao prolongada de calos do gendtipo controle ao nfvel
citotdxico de 2,4-D (180 uM) suprinmiu gquase que conpletamen—
te o crescimento de calos apds 5 subculturas. Por outro iado,
calos do gendtipo selecionado apresentaranm 503 de sua taxa
de crescimento, apds 7 subculturas na presenga de 2,4~D (130
uM)}, Além disso, enguanto que calos do gendtipo controle se
apresentaranm clordticos, com pequenas regides verdes apds 5
subculturas, calos do genétipé de crescimento rapido permane
ceram verdes ands 7 subculturas na presenca de 2,4~-D {(180ui) .
Apds 7 subculturas, os calos do gendtipo sezlecionado e as re
gices verdes dos calos do aendtino controle foram transferi
dos para © meio basal acrescido de 6-BA (0,4 uul), para rege
neracao. Suspensoes celulares foram estabelecidas na presenga
de 2,4=-D (4,5 pl). Apds o periodc necessirio para o estabele
cimento de culturas liquidas do gendtipo controle (10 diasde
jo gendtipo selecionado (6 dias), a diferenciagdo foi induzi
da pelo plagueanmentce em meio hasico suplemsntado comn H—-BA
(0,2 uM). Selecao de células en suspensao tolerantes a 2,4—D

foi feita pela inoculagao de calos do gendtipo controle en

meio liguido contendo 2,4-D (67,5 ul). Apds duas subculturas
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(14 dias cada) as células foran plagueadas no neio basico con
tendo 2,4-D (4,5 11). Regides verdes isoladas dos calos pro
duzidos apbs duas semanas de plajqueamento diferenciaran em
plantletes. As plantas diferenciadas a partir de calos ou qé
lulas em suspensio, tratados com altos niveis de 2,4-D, foram

multiplicadas pela cultura de meristena para posterior anali

sSQ.

2 .10. Medicago sativa

A primeira demonstracao de regeneragao de
nlantas en alfafa (M. sativa L. var. Saranac - Clone S-4)foi
apresentada por SAUNDERS & BINGHA!N (1972). A regeneracio o
correu em calos derivados de anteras, ovarios imaturos e seg
mentos de hipocdtilo ou internd. A melhor inducao de - calos
foi obtida no meio basico de Blaydes, acrescido de 2,4-D (8,0
uM), HAA (10,8 pM) e KIN (9,2 uM). Plantas foram recupera
das em calos subcultivados no meio basal, porém a adicac de
inositol (555 uMle EL (2,0 g/1) melhorou a obtencao de plan
tletes. Fol sugerido a ocorrencia simultanea de gemas adven
ticias e de embrides somiticos. A fregqudncia de diferencia
¢ao de plantletes dependeu do nivel de RC do meio primirio e
também do gendtipo da planta doadora. O comprimento do dia
pareceu nao ser critico para diferenciag3o de plantas alfa

fa. Calos foram obtidos de anteras que se encontravam entre

os estadios pré-meidtico e quase maduro. Estudos histoldgi
cos indicaram gue na maioria dos casos os calos de anteras

derivaram de células somiaticas do tecido conectivo interlocu
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lar. A maioria das 200 plantas recuperadas dos calos eran te
trapldides, como a planta doadora. Foram ainda obtidos nove

octaploides e alguns tipos variantes incluindo albinos.

Estudos complementares com variedade Sara
nac demonstraram que o uso de 2,4~D como fonte de auxina no
meio prim&rio proporcicnava melhor recuperacio de plintletes
(SAUNDERS & EINGHAM 1975) e gque a frequéncia de regeneracao
en tecidos de alfafa podia ser aumentada por selecao recor-—
rente (BINGHAM et al. 1975). MNos estudos iniciais {SAUNDERS
& BINGHAM 1972) a proporgao de gendtipos de alfafa capazes
de regeneracdo era baixa (0 - 5%)., Através de selegio recor
rente dois tergos de plantas de alfafa tetrapldides produzi
Tam culturas de calos com capacidade regenerativa (BINGHAM et
al. 1975). A frequéncia de regeneragao foi de 12% no ‘ciclo
0, cerca de 50% no ciclo-1l e 67% no ciclo 2. Sementes produ
zidas pelo cruzamento manual de 75 plantas regeneradas no ci

clo 2 foram denominadas 'Regen-S'.

Posteriormente McCOY & BINGHAM (1977) tra
balharam com o clone de alfafa dipldide HG2 (derivado do clo
ne 5-4) gue possuia a habilidade de regenerar plantas a par
tir de culturas em suspensao.Calos produzidos a partir de o
varios imaturos foram inoculados em meio liquido. Apbs o es
tabelecimento da cultura em suspensio os agregados celulaﬁes
foram filtrados e plagueados em meio sdlido visando recupera
gao de plantletes. Os meios de cultura adotados para a produ
gao de calos e regeneracio de plantas foram oS mesmos descri

tos por SAUNDERS & BINGHAM (1972). O meio liquido foi o mes
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no utilizado para a producio de calos. Colonias de calos e
regeneracgae de pliantletes foram obtidas com uma densidade de
plagqueamanto de apanas 2.103 cels/ml, porédm o desenvolvg
mento de coldnias foli melhor em uma densidade de 2.10° cel/
ml. Tanto a habilidade regenerativa (962 das coldnias) como
a proporgao de plantas dipléides (70%), mantiveramn-se eam ni
veis altos gquando o plagueanento foi faito com células manti
das por 21 dias em suspensao, derivadas de calos de 4 sema
nas de idade. A porcentagem de regeneragao diminuiu com o au
mento da idade da cultura em suspensio: 42 dias - 68%; 77
dias - 3,5% e 98 dias - 0%. Um decréssimo similar na capaci

dade regenerativa foi observado quando as células foram man

tidas em cultura sdlida.

Em continuacao aos estudos de SAUNDERS &
BINGHAM (1972) a frequéncia de regeneracao de plantas enm 14
clones de alfafa do cultivar Regen-S foi estudada por WALKER
et al. (1978). A capacidade regenerativa variou quantitativa
mente entre os clones analisados. O clone RA-3 foi O que a
presentou melhor regeneragao iZn vitro e o clone RA~S teve a
pilor resposta. Também foi analisada a importéncia da COmpos L
cao dos.sais inorganicos do meio regenerativo. Quando o meio
de Blaydes, suplementado com inositol (555 uM) e EL (2g/1)
foi utilizado, a organogénese de raiz foi inibida o que n3o
aconteceu com os melos &e SH e B5. Gemas adventicias ocorre

ram em todos estes meios.

Através de variagdes das condicées de cul

tura WALKER et al. (1979) definiram um sistema para o estudo



213

da morfogénese em alfafa que pernite a separacao temporal en
tre a indugao e a subsequente diferenciacio tanto de plantas

como de raizes. Tecidos de ovario de alfafa({clone RA-3 do

cv. Regen=-$, que respondia bem ds condicdes <n vitro) foran

p

cultivados em diferentes interagles dialélicas de 2,4-D e KIN
{ambos wvariando de 0,1 a 100 pM) em meio bisico de SH. Aog
23 dias de cultura os calos obtidos foram transferidos para
meio de SH, sem RC (meio regenerativo). Diferentemente de
muitos sistemas convencionais, nos quais a organogenese ten
sido estudada, tecidos de alfafa pré-tratados com altos ni
veis de 2,4-D em relagao a XIN formaram gemas, enguanto que
tecidos pré-tratados com baixos niveis de 2,4-D en relacio a
KIN produziran raizes. Tecidos desenvolvidos na presenca de
NAA (25 pM) e RIN (10 uM) formaram calos con intenso cresci
rento, porém quando estes foram transferidos para meio régg
nerativo, usualmente niao ocorreu diferenciagéo de gemas ou
raizes. Porém quando estes calos eram transferidos para meio
contendo 2,4-D (50 uM) e KIN (5 uM) ou 2,4-D (5 uM) e KIN
(50 uM) ocorreu a formagao de gemas ou raizes respectivamen
te, apds transferéncia para meio regenerativo. Dasta forma
calos nao induzidos, obtidos na presenga de NAA e KIN, foranm
capazes de diferenciar gemas ou raizes guandc expostos 1ol
2,4-D. Resposta mixima de diferenciacio foi obtida com trés
dias (gemas) ou quatro dias (rafzes) de exposigac ao 2,4-D.
Foi ainda demonstrado que em alfafa a competéncia de respos
ta a inducgao era dependente do tamanho dos agregados celula
res derivados da cultura liquida. Um diZmetro de 105 ym re

presentou o limite minimo do agregado celular morfogeneticg
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mente competente. Agregados celulares menores e células isola
das nao se mostraram competentes para a regeneragao. Porém ,
puderam dar origem a novas plantas apds subseguente cresg-—

cimento en melio regenarativo.

KAO & MICHAYLUK (1980) descreveram as con
digoes para o “isolamento e cultura de protoplastos de mesd
filo de Medicageo sativa cv. Canadian e posterior regenera
cao de plantas. Folhas de plantas com crascimento vigoroso,
sob baixa intensidade de luz, mostraram-se o malhor material
para o isolamento de protoplastos. A liberagao completa de
protoplastos de mesdfilo foi obtida em meio de Kao contendo
solucao enzimatica  com celulase Onozuka (0,5%), Rhozvme
(0,5%), pectinase (0,25%) e calcio (300 mg/l) a 0,5 osmolal,
por 5-6 horas a 23-25 QC. 0s protoplastos uma veé isolados
foram cultivados no meio A, Grandes variacoes foram observa
das na divisao celular de protoplastos produzidos de diferen
tes plantas. Protoplastos provenientes de folhas mais jovens
geralmente se dividiram mais rapidamente do que os de folhas
mais velhas. Ha maicria dos casos a frequencia de divisao ce
lular foi mais alta gquando a razao do volume de protoplastos
para o volume de meio de cultura foi de 0,1% ou nmenos. Apds
a regeneragac da parede celular e formacgao das estruturas
globulares, os RCs foram rerovidos do meio A para o desenvol
vimento de embrices. A habilidade das estruturas globulares
para formar embriOes e regenerar plantas variou consideravel

mente entre individuos do mesmo cultivar.

SANTOS et al. (1980) relataram a obtengao
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de plantas de alfafa (Buropean Lucerne) derivadas de pProto
plastos via organogencse ¢ enbriog@nese somatica. As condi
coes de desenvolvimento e idade das plantas, ben como a ida
de fisioldgica das folhas utilizadas para o isclawento d@gng
toplastos foram fatores determinantes no sucesso do astabele
cimento das culturas. Protoplastos isolados de folhas expan
didas, de tamanho uniforme, de pl3ntulas com 30-35 dias de
idade se dividiram e formaram coldnlas celulares quando cul
tivados no meio KiM8P (no escuro) em substrato de papel de fil
tro sobre meio semi~sOlido. Calos derivados de protoplastos
ou de explantes foliares cultivados em meio basal UM, suple
mentado con 2,4-D (9,0 uM) e KIN (1,2 uM), deram origem a
Areas meristemdticas verdes apds 4 semanas. SAUNDERS & BIN
GHAM (1972) utilizaram meio regenerativo indefinido contendo
EL, enguanto que WALKER et al. (1978) omitiram RCs. No pre
sente trabalho, um meio regenerativo contendo alta concentra
¢io de citocinina em relagdo a auxina (2,2 uM 6-BA/0,27  uM
naa) foi efetivo em promover o desenvolvimento postarior das
Areas meristemAticas verdes, dando origem a gemas e embrioes.
Estas estruturas foram transferidas para meio basal de M5,
sem RCs, obtendo-se plantletes. A formagao de gemas advent]
cias e embrioes somaticos se apresentaram como dois eventos
distintos nas culturas de 'European Lucerne'!, ambos ocorren
do simultaneamente no mesmo calo independente de sua origem
(a partir de protoplastos ou explantes foliares). Embora te

nha ocorrido abundante formagao de gemas na maioria das cul

turas, maior nimero de plantletes foram recuperados via em
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briogénese.

Alfafa é uma planta de palinizégéo aber
ta, desta forma cada variedade & uma populacaoc altamente he
terozigota. Tem sido reportado (SAUNDERS & BINGHAM 1972, BIN
GHAM et ql.1975, SAUNDERS & BINGHAM, 1975, Mc COY &  BINGEAM
1977, WALKER et al.1978, KA0 & MICHAYLUZ 1980) gue apenas u
a peduena porcentagem de plantas,entre diversas variedades
de alfafa estudadas,sio capazes de produzir calos ou células
em SUSpPensao com a capacicdade de regenerar plantas. Esta ha
bilidade regenerativa foi considerada como um carater ineren

te na espécie (BINGHAM et al.1975). Recentemente RAO & MI

CHAYL.UK (198l) estabeleceran suspensoes celulares a partir de

dpices meristemiticos de 9 plantas de alfafa da variedade Ca
nadian. Seus resultados mostraram gue condigoes nutficimnais
consideravelmente diferentes foram necessarias para induzir
embriogénese nas suspensdes celulares derivadas destas plan
tas. Pelo ajustamento apropriado dos niveis hormonais e da
concentragao dos sais mineirais foi possivel induzir embrio
génese em todas as nove culturas testadas.‘Seis entre nove
culturas formaram embrides em meio com baixas concentragoes

de sais. Enm concentragaes maiores,estas seis culturas tiveramn
© crescimento diminuido e menor produgao de embrioces. As trag
culturas restantes formaran embrices somente em alta dbnceg
tragao de sais. A combinagio de 2,4-D (ou NAA) com Z(ou 6-5a)
foi essencial para a indugao de embrides. a concentracao des
tes compostos foi critica para a embriogénese. por exemnplo
trés culturas formaram embrides em meio contendo alta concen

tragao de 2,4-p (4, 5 uM), na bresenca de 9,2 ou 051Mde . Duas
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culturas preduziram embrioes scomente em meio contendo baixa
concentracao de 6-BA (0,4 uM) e 2,4-D (0,4 uM) ou NAA( 0,25 uM).

Plantas foram recuperadas em sete das nove culturas estabele-

cidas.

2.11. Pisum sativum

- luulfdﬁﬁéfufi§é75.éégéreveu as condicgoes de
cultura para a morfogénese de ralzes em calos de ervilha (P.
sativum L. cv. Alaska). Através do cultivo de pontas de raiz
em meio de Bonner modificado,acrescido de EL{(l g/l1) e 2,4-D
(1 pM) foram produzidos calos que quandc transferidos para
meio liquido, sem a adig3o destes componentes, produzi
ram raizes. A subcultura por periodo prolongado resultou na
perda progressiva da capacidade regenerativa das culturas.E§
tudos citoldgicos mostraram anormalidades cromossﬁmicas. com
o envelhecimento das culturas, incluindo poliploidia e aneu
ploidia. Este autor sugeriu que a perda da capacidade de re

generagao de raizes estaria relacicnada com © aumento de a

normalidades cromossdnicas. Utilizando o mesmo sistema, TOR
REY & FOSKET (1970) mostraram que a citodiferenciacao em ca
los de ervilha era dependente de citocinina., 0O aumento da con
centragéo de KIN em 10 vezes (de 0,5 pM para 5 pM) aunentou
em 5 vezes o nUmero de novas células produzidas por explante,

em 10 dias de cultura e, aproximadamente em 50 vezes a forma

¢ao de elementos tragueireos.

HILDEBRANIDT et al.(1963) cultivaram seg

e

mentos de caule de ervilha em meio de cultura contendo AC,

pantotenato de cilcio e NAA. Em muitos casos houve o desen
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volvimento do caule com a formacaoc de folhas e fldres e tamnm

bén crescinento de calos na regifo basal do seagmento.
G g

-

G desenvolvimento de plantulas de ervi-
lha ( P. sativum cv, Centurv), a partir de tecidos neriste
maticos, foi primeiramente descrito por GAIMBORG et al.(1974a).
O cultivo de apices meristematicos (2 - 3 rm) em meio B5
contendo 6-BA (0,2 -~ 5 uM) e NAA (1 pM) provoocou a formagﬁo_
de calos com uma ou mals gemas. A diferenciacio de raizes o
correu em algumas destas gemas, porém nio foi relacionada

aos tratamentos de RCs. As plantulas obtidas cresceran até

a maturidade produzindo flbres e vagens com aspecto normal.

RARTHA et gl. (1974) obtiveram plantas
inteiras de ervilha, a partir da cultura de meristenas (200 -
300 um) , em trés cultivares: 'Century', 'Laxton's Progress'
e 'Afghanistan'. A cultura dos meristemas em neio contendo

0s sais B5, acrescido de 6-BA (0,5 uM) ou em combinagéo cOomnm

NAA (1 uM) resultou no desenvolvimento de gemas. O enraiza
mento destas gemas fol obtido com os gais B5 na metade da
concentragEO; suplementado com MNAA (1 uM). Notou-se tamnbdn
a presenga de plantulas em culturas de meristemas em meio
contendo apenas NAA (1 uM).

MALMBERG (1579) demonstrou pela primeira
vez a regeneracao de plantas de ervilha <»n wvitro a partir da
cultura de tecido nao-meristemdtico. Nos trabalhos anterio
res foi relatado o desenvolvimento de gemas pré-existentes
nos segmentos de caule (HILDEBRANDT e¢ al.1963) ou no meris

tema apical (GAMBORG et al.1974a, RARTHA et l.1974). Nestes
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trabalhos descreveu-se a obtengao de uma a duas plantas por
explante cultivado, enguanto que MALMBERG (1979), atravds do
cultivb de segmentos de epicdtilo, obteve o desenvolvimento
de 2-8 plantas por explante. 0s segmentos de epicdéiilo foram
cultivados em meic de M3 com NAA (10,8 pM) e 6-BA (4,4 ﬁm}pg
ra a indugéo”de”calas-”A.regeneragao.de”gemas adventicias foi
obtida em meio de MS contendo IAA (1,1 uM) e 6-BA (22 uit). A
regiao basal das gemas desenvolvidas fol imersa por 10 seq.
em solugcao de NAA (5,4 uM) e em seguida transplantada para o
meio basal de MS. Os plantletes enraizados foram levados pa
ra solo estéril para posterior desenvolvimento. Entre as 16
linhas genéticas testadas, seis apresentaram regeneracao de
gemas adventicias em calos de 2 meses de idade. A subcultura
periddica dos calos destas seis linhas genéticas permitiuvain
da a regeneracao de gemas aos quatro meses (guatro linhas ge
néticas) e aos seis meses (duas linhas genéticas). Portanto,

a capacidade regenerativa dos calos destes seis gendtipos foi

decrescendo com as subculturas sucessivas. 0 autor sugeriu a
utilizagao de bancos de germoplasma para explorar a variabi
lidade genética nas espécies onde a regeneragac de plantas a
partir de calos nao tem sido encontrada com facilidade, como
por exemplo as leguminosas de sementes. Pelo uso de vérias;&
nhas genéticas dentro da espécie, alelos responsiveis pela
regeneragao de plantas poderiam ser encontrados,considerando

que a capacidade regenerativa tenha. uma base genética.

O isolamento de protoplastos de ervilha

foi obtido a partir de cé&lulas de mesdfilo (CONSTABEL et al.
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1973), tecidos de raiz (LANDGREN & TORREY 1973) e Apices me
ristemticos (GAMBORG et al. 1975}, Eﬁ todos os casos houve
a regeneracio da parede celular conm vosterior divisio, levan
do & formacdo de calos. Pordém, desenvolvimento de nlantletes

nao fei descrito,.

2.12. Psophocarpus tetragonolobus

O feijao alado, Psophocarpus tetragonolo
bus (L.) DC (anual ou perene), tem sido cultivado na regiao
tropical onde a soja nao tem se estabelecido. O conteflido pro
teico e a qualidade do Oleo desta lequminosa s3o0 comparaveis
aos da soja. Tddas as partes da planta sao comestiveis. 05
tubérculos produzidos contém alto teor proteico. Ocorre nor
malmente nodulagao extensiva sem a inoculacio de Rhizobiu
(GREGORY et al, 1980).

VENKETESWARAN & HUTHINEN (1578) relaté

ram a regeneracao de plantas de feijao alado atravds da cul

tura de segmentos de hipocdtilo ou cotilfdone. Calos foranm

induzidos na presenca de NAA (5,4 - 26,9 uM) e KIN {(C,5 uM).
Apds 2-3 subculturas destes calos em meio sen RCs, houve a
indugao de gemas as quais desenvolveram raizes na presenca

de HAA (0,5 ul) e KIN (0,05 uM).

Posteriormente, BOTTINO et al.1979) apre
sentaram uma metodologia para a indugac e proliferacao dé ca
los, estabelecimento de suspensoces celulares e organoganase
de raiz em P. tetragoﬁolobus.Porém, apesar de terem sido tes
tados varios meios de cultura em material de calos e ecalulas

en suspensao plagueadas, nao foi possivel a regeneracao de
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plantas. Os autores sugeriram gus diferengas varietais pode-
rian explicar a discrepancia enire os resultados presentes o

agquales relatados por VERHETESWARAN & HUTHIND

—

1978).

A regeneracas de plintletes em culturas
de calos derivados de explantes foliares de feiiSo alado foi
apresentada - por GREGORY et al. (1980). Calos foram induzi

dog em meio de

(o

115 suplementado com MNAA (1,1 pi) e 6-BA (6,8
ou 22 uii). Apds 48-50 dias de cultura, os calos foram trang
feridos para meio secundario com a mesma corposigio daquele
utilizado para a indugao de calos, exceto que MNAA fol substi
tuldo por IAA (1,1 ou 11 uM) e a concentracio de 6~BA altera
da. Entre varias combinagoes de RCs testadas IAA (1,1 uM) e
6-3A (8,8 ou 44 uM) ou IAA (11 pii) e 6-BA (4,4; 8,8 ou 22 urtd
foram as mais efetivas na formagao de gemas. Apds o desen
volvimento posterior destas gemas o enraizamento foi obtido

er meio de MS suplenentado com NAA (0.2 pM).Em muitos casos

a formagao de gemas ocorreu diretamente no explante foliar du

rante cultura oprimiria. lestes casos a cultura secunda
ria serviu apenas para desenvolver as gemas induzidas no

meio prinario.

HANH et al, (l98l) descreveran a forma
¢ao de gemas adventicias sem a intermediiria formagao de ca
los, em cultura de P. tetragonolobusvar,TPtse As gemas  deri
vadas de células epidirmicas foram obtidas a partir de dife
rentes Orgaos de plantas en estado juvenil e de fraguentos

de inter-nds = camadas celulares finas de tecidos da planta

adulta. Os explantes foram primeiranente incubados por una
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senana em nelo de MS sunlens
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Hil) e entio transferidos para meio pbazal, semn s, A maior

frequéneia regenerativa ocorreu a partir de canadas celula
res finas extraidas de epicdtilos. llestes tecidos 15-20 ge
mas/explante se formaram em 100% das culturas, apds 20 dias

em neio sen RC,

2.13. Stylosanthes hamata

A regeneragao de plantas de Stylosanthes
hamata Taub., leguninosa perene utilizada em pastagen, foi
descrita por SCOWCROFT & ADANSON (1975). Calos foran induzi
dos en segnentos de radiculas e cotilédones en meio basico de
nominado CS-5, acrescido de 2,4-D (9 wM} e RIN (0,2 wi). Pa
ra regeneragéo mais consistente de plantas, os calos indiﬁg
renciados foram subcultivados en meio CS-5, sen ICs, até gue
zes conm 1-2 cm de comprinento se desenvolvessemn. Estes ca
los com raizes foram entao transferidos zara o nesno meio
C5-5, contendo KII (14 upl) para induzir a formagéo de gemas.
Os plantletes obtidos continuaran a se desenvolver neste neio,
porém a taxa de crescimento dos plintletes pdde ser aunenta
da guando 0s calos com genas @ rafzes voltaram para o neio

Cs-5, sem RC. Por este método 5-10 plantletes por explante

foram recusnerados. As plantas regeneradas eram robustags 50
J ik ~3 r Pasil

brevivendo facilmente o transplante para vasos  en estufa.
Todos os plantletes originaram plantas normais e férteis.
Os calos puderan ser mantidos em estado indiferenciado poxr

um longo periodo (pelo menos 15 meses) sem perderemn o poten

cial regenerativo. Cultura liquida foi tambén estabelecida
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a partir dos calos. Os agregados celulares da cultura 1igui
da, quando transferidos para meio s06lido com XINT (14 ui)y, o

riginaram primdrdic de gemnas.

2.14. Trifolitun alexandrinus

e

il

& regeneracaoc de plantas da forragen i

v

nual "berseem clover” (Trifol

T

uwrn alexandrinun L..) foi descri
ta por MOKHTARZADLH & CONSTANTIN (1973). Esta espBcie & de
consideravel importincia econdmica em regides Gmuidas e quen
tes. Condigoes culturais foram ralatadas para a indugao <

proliferagao de calos, estabelecimento de suspensdes celula

res e subsegquente regeneragao de plantas, a partir de cé&lu
las esporofiticas e gametofiticas de "bersecem clover". o)

meio basico de MS foi utilizado em todos os exnperimentos. As
condigoes de cultura mais eficientes para a producac de plan
tas, utilizando-se hipocotilos como fonte de explante, con
sistiram de: indugéo de calos na presenga de NAA (5,4 uyM) e
KIN (6,9 uM); proliferacdo de calos com NAA (10,8 pM) e 2ip
(0,5 wurM); indugéo de gemas no nelo regsnerative contendo MNAA
(2,7 uM) e KIN (2:3 yM) e indugio de rafzes com IAA (5,7 nM)
& 6~BA (0,4 pM). Suspensoes celulares estabelecicdas em meio
l1iguido contendo NAZ (10,8 uM) e 2ip (1 uM) apresentaram 45%
de células viaveis, 4% das quais originaram coldnias, guando
plagqueadas em meio s6lido. O desenvolvimento de gemas foi
observado quando calos das coldnias foram cultivados em nmeio
regenerativo. Anteras de uma Unica planta, cultivadas em meio

contendo NAA (5,4 uM), 2,4-D (0,5 uM) e 2ip (0,05 upM) produ

ziran calos a partir dos quais plantas puderam sar obtidaspe
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la subcul tura no meio regenerativo. Observagoes citoldgicas
indicaram que células de pontas de rafzes, presentes en ca
los derivados de hipocStilo e anteras,.tinham 0s nuimeros cro
mossdnicos dipléides e hapldides esperados.

2.15. Trifalium incarnatum

BEACH & SMITH (1979) relataram a regene

ragao de plantas de "crimson clover™ (Trifolium inearnatum
L. cv. Auburn) utilizando hipocdtilo como fonte de explan
te. Calos foram induzidos em meio bisico B5 acrescido de

NAA (11 umM), 2,4-D (10 uM) e KIH (L0 uM). Apds 28-35 dias,
os calos foram transferidos para meio  secundario para poste
rior diferenciagao. A combinagdo mais efetiva para o desen
volvimento de gemas e raizes fol o meio B5 com tiamina (59,3
M), HAA (10 pM) e Ad (15 uM). Como fontes de citocinina KIN,

2ip e 6~BA foram testadas, mas falharam em produzir gemas.

Cs sals inorgdnicos de SH foram t30 efetivos gquanto aos de
B5, em todas as ctapas do processo. As plantas diferenciadas
foram transplantadas para solo estéril e mantidas en uma ca

mara umida e fria.(lSQC) por 10-14 dias e entlo transferidas

para estufa.

2.16. Trifolium pratense

PHILLIPS & COLLINS (197%a) desenvolveram
um reio de cultura quinicamente definido (PC-L2), capaz de
sustentar o crescimento de células em meio sdlido e 1liquido,
de trevo wvermelho (Trifolium pratense L.). A regeneragao de

gemas em alta frequéncia (30-30% dos gendtipos) ocorreu em
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calos derivados de sub-meristemas cultivados no rneio bisico
PC~L2 contendo picloram (G,025 urt), en combinagéo com G138
(0,4 - 44 uM). mantidos em cultura por 2-3 meses. NAA (5,4 — 16,8
ui) usado no lugar de picloran produziu resultados similares,
engquanto <ue 2,4-D nac foi efetivo para regeneracao em calos
derivados d& sub-meristenas, mesmo em combinacfio com outras
auxinas. As frequéncias de regeneracio em calos derivados
de tecidos nao neristematicos (cotilédone, peciolo, folha,
etc) foram muito menores do que a de calos derivados de sub-—
-nmeristemas. Calos obtidos a partir de anteras exibiram uni
alto potencial morfogendtico, obtendo~se um total de 35 plan
tas dipldides, a partir da cultura de duas anteras., O enrail
zamento das gemas cbtidas fol feito no meio basico PC~L2 na
metade ds concentragéo normal, sam RCs, acrescido de acido
nicotinico (8,1 uM) e 3=AP (21,2 uM). O desenvolvimento vigo
roso de ralzes ocorreu em 85% das genas, dentro de 2~5 sena
nas. A regeneracac de plantas inteiras, a partir de  calos
derivados de sub-meristemas, fol obtida em cinco diferentes
cultivares,porém eles nac responderamn igualmente aoc meio de

cultura. Os cultivares Altaswede,Arlington e Redman regenera

ram em maior freqguéncia do que os outros cultivares. 'Kenstar
nao regenarou tao bem e 'Tensas' regenerou muito pouco. A dé
ferenga entre cultivares foi assim vista como uma variivel
importante na regeneracao de plantas de trevo vermelho, a
partir da cultura de calos. As plantas regeneradas foram cul

tivadas até a maturidade produzindo f£fl8res normais.

As técnicas desenvolvidas por PHILLIPS &
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COLLINS (197%a) pnermitiram a ontengac de plantas  sadias  de

j3

fo pratense cv. Kenstar, a p

roir da cultura  de merigtenas

.

C melo de cultura basal PC-12, acrescido de picloram (0,17
M) e 6-=BA (4,4 uM) permitiu a recup@ragao de  plantas de
trevo vexmelho. Malores niveis de picloram resultou na proli
feragao de calos e indugdo de gemas adventicias ntltiplas.
Cerca de 90% das gemas foram enraizadas em meio contendo IAA
(0,3 wp) . Meristemas menores (0,1 mm) riginaram plantas sen
sintomas em maior proporc¢ao do gue os meristemas de 0,4 mm.
Testes biolbgicos com Chenopodium amaranticolor Coste &
Reyn demonstraram que 2/3 das plantas derivadas das culturas

de meristema estavam "livres de virus".

A possibilidade cde aplicagac de selecgio

genética a nivel celular, para trevo vermelho, foi ampliada

pela regeneracao de plantas a partir da cultura de células
em suspensao (PHILLIPS & COLLINS 1980) .Através do plaqueamen
to de células em suspensdo (meioc PC-L2) ,derivadas de hipocd
tilo ou epicdtilo do cultivar Arlington, foram obtidos en
brices somaticos. A fonte e a concentracac de auxina utiliza
da no meio regenerativo teve um efeito significante na indu
gao da embriog@nese somdtica. Embrides foram formados em
mais de 40% das culturas plagueadas em meio basal PC-L2, su
plementado com 2,4-D (0,045 ux) e Ad (34,8 uM) . Plantletes fo
ram obtidos no mesmo meio ou apds subcultura em maeilo conten
do picloram (0,004 uM) e 6-BA (0,9 uM). A propagacao e mul

tiplicagao de gemas pdde ser feita na nresenca de  picloran
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sementes sugerindo .
ca plantula ou gend

1.

incompatilbilidade

BEACH & SIITH {1974

do diferente de PHILLIPS & COLLINS {197%a,b) wara a obtencio
de plantas de trevo vermelho (. pratsonzes

Lakeland) utilizando meio basal BS. A inducic s

reu em maio contendo

(10 uM) e XIN (10 umM). 4 gemanas,

0s calos foram subcultivados en maio sscundirio ~ontends tia
mina (59,3 ulM), NAA (11 120 e AE (15 ux). Aods a roce

de genas, raizes foram induzidas em moio contondn HAA(L, L uM
Como fonte de explante utilizou-se hipocdtilc = CvaATrios, sen

Go que tecidos de hipocdtilo nroduziran cal

tidade. As plantas cresceram até a naturidad

o
it
Sli
H
"3

oranm

ser morfologicamente similares As plantas doadoras. 24s olan

tas regeneradas se mostraram incompativeis con  as nlantas
doadoras
2.17. drijolium repens
A regeneragao de plantas Jdo trevo branco

(Trifolium repens L. var., S=107) a partir de culbturas de o

tiledones foi primeiramente denonstrads por PELLATINR & PTL



228

LETIER (13271). O meio de cultura basico nara o estabel@cim@g
to das culturas conteve o3 macronutrientes de 1S e og micro
nutrientes de leller. A indugao de calos foi feita na wresen
¢a de 2,4-D (0,9 wM) e KIW (9,5 uil). Apds duas subculturas,
a cada 6 senanas, os calos foram transferidos para meio con
tendo NAA (0,5 uM), RIN (0,5 uM) e AC (10%). Heste meio [}
correu a diferenciagac de gemas e raizes e apds varias sub
culturas obteve-se um total de 70 plantletes. Un meio conten
do NAA (0,05 uM) foi utilizado nara desenvolver o sistema
radicular dos plantletes regenerados, transferindo-ge poste
riormente as plantas para meio de serragsm. A diferenciaczao
de plantletes foi sempre precedida pela formagao de uma fo
lha simples, e a partir desta, folhas trifolioladas surgiran.

A diferenciacac de raizes ocorreu mais tarde, ou seja, no s

tadio de 3-4 folhas trifolioladas. O nimero de Cromossomas
foi analisado em 42 das 70 plantas recuperadas encontrando-
-se 76% com 31 cromossomas; 9,5% com o nlmero normal de cro
mossonas (2n = 32); 9,5% com 30 cromossomas e Finalmente 5%
tetraploides ({62 cromossomas). As 70 plantas regeneradas fo
ram derivadas de um Unico explante (cotilédone no 126). Es
te resultado se deveria a um estado heterozigotico mais acen
tuado da planta doadora deste explante. Foi sugerido que a
grande frequéncia de plantas com 31 cromossomas se deveria
ao nimero cromossdmico da planta original, ou sedja, um aney

pldoide de 31 cromossomas. A presenca de tetrapldides com 62

cromossomas também reforgou esta hipdtese.

A regeneragao de plantas de T. repens cv.

Ladino a partir da cultura de embrides, provenientes de se
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mentes con 2 dias de germinacao, foi descrita por OSWALD et
at, (1277), Un meio basico proprio foi desenvolvido para o
estabelecinento das culturas. 5 indugdo de calos foi foitana
presenga de 2,4,5-T (19,6 pil} e KIMN (0,5 w0 .Apds 10-14 dias

as calos obtidos foram transferidos para meio liguido conten

-

Qo 2,4-D (2,3 pM) e KI (0,5 uif). A regeneracgao de gemnas )

plantletes ocorreu apds o plagueanento en neio sadlido do

o

lulas desenvolvidas em suspensifo por trds semanas. O maio

indutor continha 2,4-D (2,3 ¢ e KIU. O nivel de XIN do meio

indutor foi deternminante na Ireguénecia o velocidade de rege

[]

neragao. Apenas duas entre 5!

04

culturas regeneraram apds trés

.

semanas &mn meio com KIM (0,44 pil). Bm meio contendo KIN  num

nivel 10 vezes mais elevado (4,6 uM), 37 entre 50 culturas

regeneraran genas visiveis dentro de uma semana. Apds duas

semanas os plantletes se apresentavan com 5 mn de comprinen
to e em trés semanas as folhas primdrias comagcaram a dasen

ik

volver.

GRESSHOFY (19380} descreveu una nmetodolo
gia complexa para a regeneragao de plantas de 7. repens {1E~

2683} . A partir da cultura de sementes, em neio composto pe

los sais B5, RII (0,5 uM), 2,4-D (4 uM) 2 €4 (0,1%) foran ob
tidos calos friadveis, brancos, com ocasional rizogénese es
pontidnea nas primeiras culturas. A transferéncia destes ca

los para weio contendo sais de 1S, 2ip (2 wi) e IAA (0,5 uil

=

resultou no aparecinento de regides compactas e verdes, apos
23 dias de cultura (na presenga de luz) e de estruturas sene
lhantes a folhas en 40 dias. A redugéo dos sais do IS para a

netade da concentragao normal, Juntamsnte com a retirada de
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Iih do neio da cultura resuliou no desenvolvimanto de ganas
a partir das estruturas semelhantes a folhas,aos 60 dias de
cultura. Aos 70 dias obteve-sec nlltiplas gemas. A rizogénese

foi induzida aos 85 dias de cultura na presencga dos sais de

s, 2ip (1 ui) e IAA (15 uM), en regime de fotoperiodo de
14 horas . As plantas foram transferidas para neio contendo
05 sais I35 na nmetade da concentragé@, Zin (0,1 w1 e  IAA

(0,5 uM) , para revigoramento. Aos 92 dias de cultura,as plan
tas foram transferidas para o solo. Esta sequéncia foi essen
cial para a recuperagéo de plantas. Houve grande variagéo no
tamanho e forma das folhas. Similar variabilidade de plan
tas de trevo branco regeneradas in vitro fol reportada por
PELLETIER & PELLETIER (1971). Estes autores encontraran gran
de variabilidade no niimero cromossdmico, o que ndo foi detec
tado nas plantas regeneradas por GRESSHOF (1980). Suspensoes
celulares também foram estabelecidas a partir de calos inocu
lados em meio liquido BS5 com KIN (0,25 uM), 2,4-D (2 uM) e
€ (0,1%) ou com KIN (0,05 uM), 2,4-D (4 uM) e CH (0,05%). A
Partir dos agregados celulares das culturas em suspensao,prg
toplastos foram isolados enzimaticamente. A cultura de proto
plastos ou de células isoladas na sequdncia metodoldogica es
tabelecida, resultou na recuperacgac de plantas. Foi sugerido
que os centros morfogenéticos surgiriam de novo e nao neces

sariamente representariam material derivado de semente.

2.18. Trigonella spp.

Trigonella ecorniculata L. (Piring) e T,

foenum-graecum L. (Methi) sao duas legumincsas de grande im



porténcia econdmica na Tndia, onde sioc usadas extensivamente

como condimento.

A cultura de tecidos in vitro de T. Joe
num—graecun foli primeiramente apresentada por SUBRAMANIAM e+
al. (1968). A indugao de calos enm segmentos de  hipocdtilos
foi feita em melo de MS, acresciéo de AC. Um outrc neio de
cultura utilizando os sais de White modificado, suplementado
com AC, IAA e KIN foil capaz de induzir a proliferagio de ca
los em meristemas de raiz. A cultura destes explantes somen

te produziram calos, sem gualquer diferenciacdao posterior.
®

Explantes foliares de T. corniculata e

T. foenum—graecum formaram calos, dentro de 5 semanas, quan

do cultivados em meio basal de MS ou White suplementado com
‘Naa (2,7 uM) e 15% de AC (SEN & GUPTA 1979). Entxetantc; a
inducao de calos em T. foenum~graecum foi mais intensa no
meio basal de MS, enquanto que explantes de T. corniculata
formaram melhores calos no meio hasal de White. Embora estas
duas espécies tenham diferido quanto 3 solucio salina bisica
para a inducdo de calos, a manutencac destes foi possivel em
solucdo nutritiva de MS. O meio completo de MS permitiu a re
generagcaco de gemas em calos de ambas as espécies, porém  em
tempos e frequéncia diferentes. A ocorréncia de folhas isola
das e estruturas semelhantes a vgemas foi mais corum enm hT.
corntceculata do que em I'. foenum-graecum. A diferenciacac de
ralzes também foi observada em calos de ambas as esp&cies. A
omissao de AC com subsequente adi¢do de CH (500 mg/l) aumen

tou o numero de gemas e ralzes diferenciadas nor calo. Majior
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frequéncia de diferenciacfo foi observada para ambos os mate
riais, em condigdo de baixa irradiacdc (9000 lux), quando
comparada & condigdoc de alta irradiacio {13000 lux) ou escu
ro. Estudos citoldgicos mostraran que inicialmente as célu
las eram dipldides, mas apds 5 subculturas os calos se tcrng
ram mixaplﬁidESymcom~p0pulag§es-celulares-éipléiéGS' predomi

nantes. Os Orgaos diferenciados eram dipldides.

2.19. Vieia faba

A cultura de tecidos de Vieta faba L.
foi inicialmente estabelecida por VENKETESWARAMN (1962). Ca

los foram produzidos utilizando-se hipocdtilos como fonte de
explante. Posteriormente tecidos de raiz desta espécie foram

testados para a producio de calos. calos fridveis, prolife-
rando~se ativamente foram induzidos na presenca de 2,4-D ( 1
uM) e BL (5 g/l). Estes calos quando inoculados em cultura
liguida contendo 2,4-~D (1 uM) e AC (l%) formaram densa sus
pensao celular {GRANT & FULLER 15%68). MITCHELL & GILDOW
(1975} e JELASKA et al. (1981) também denonstraram a possibi
lidade de estabelecer culturas in vitro de tecidos de Vieta

Ffaba,

Técnica para propagacao vegetativa de
Vietia faba foi primeiramente descrita por AUBRY et al, (1975).
Apices meristematicos e segmentos nodais foram cultivados em
meio contendo os macronutrientes de MS, micronutrientes de
Heller, IAA (0,01 = 1 uM) ou NAA (0,01 - 1 uM). Apds quatro

a cinco semanas de cultura observou~se © desenvolvimento de
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ralzes e gemas. As plantulas obtidas foram transferidas para

estufa.

A possibilidade de multiplicacio vegeta
tiva de Vieia faeba, visando atenuar o problema da instabili
dade da esterilidade macho-citoplasmitica, foi tambhén demons

trada por MARTIN et al. (1979). A diferenciacdo de gemas o

correu a partir de meristemas cultivados em meio de MS, su
plementado com GA3 (0,1 uM) e 6~3A (1 uM). Subculturas na
presenca de GA3 (0,5 uM) mnermitiu o deserivolvimento das ge
mas diferenciadas pelo a&longamento dos inter-nds, Apds 45
subculturas meﬁsais numercsas genas foram cobtidas na base

das plantulas desenvolvidas. Fragmentos de inter-nds cultiva
dos em meio de MS acrescido de KIN (0,5 uM) e Naa {1 uM) for
maram calos com diferenciagd3o de rafzes. A adigdo de carbono
ativo (20 g/1l) melhorou o crescinento de calos.Tentativas ge
regenerar plantas a partir dos calos obtidos n3o levaran a

resultados positivos.

Plantas de Vieia faba "minor" cultivadas
in vitro foram utilizadas como fonte de apices neristemati
cos para estudar o processc regenerativo nesta espécie (GALZY
& HAMOUI 1981). Varias combinagSes e diferentes fontes de
auxinas e citocininas foram testadas em meio basico de HMS,
visando a proliferacao de calos e a regeneracac de plantas.
A melhor proliferagao de calos ocorreu na presenca de NAA
(5,4 ut) e 6-BA (22 uM) em culturas mantidas por 22 dias
sob a luz. A transferéncia destes calos para meios‘secundé -

rios com niveis reduzidos dos RCs, permitiu o desenvolvimen
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to de gemas pré-existentes no explante. A melhor resposta
foi obtida na presenga de HAA (0,5 uM) e 6-BA (2,2 ul). Hes
te meio, 25% das culturas mantidas na luz e 30% das culturas
mantidas no escuro desenvolveram gemas. A subcultura mensal,
em meio secundario, aumentou a frequéncia de obtencho de
plantulas até a terceira passagem (100 dias}. Para enraiza
mento daé.ééﬁé;;“uﬁiiiééuééé SAAW(Q;S”ﬁM). O desenvolvinento
posterior das plantulas foi obtido no meio bisico acrescido

de carvao ativo (3 g/l).

2.20. Outras leguminosas

COLLINS et alﬂ {1978) utrilizaram teci

dos de "jack bean" (Canavalia ensiformis BC.) entre outrés,
para comparar o efeito de piclofam com o de outras auxinas,
na indugao e crescimento de calos. As condigbes para o esta
belecimento e a manutencao de cultura de calos e cé@lulas enm
suspensao de "sweet clover" (Melilotus alba Desrx.) foram
descritas por TAIRA et al. (1977). Tanto a indugao de calos
como o estabelecimento de células em suspensao foran depen
dentes da adigao de 2,4-D (9 ) ao meio de cultura. O cres
cimento dos calos foi aumentado na presenca de CH (0,9 g/1}.
Suspensoes celulares foram melhor estabelecidas na presenga
de 2,4-D (0,9 pM). Abundante formagao de raizes ccorreu enm
alguns dos meios testados, porém regeneracao de plantas n3o
foi descrita. Cultura de calos e cé&lulas em suspens3o foran
descritas para Trifolium hybridum L.— "alsike clover" (SCHENK

& HILDEBRAUDT 1972) e Trifolium subterraneun L. = "subterra

nean clover® (GRAHALL 1368).
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Tentativas de produzir raizes em folhas
trifolioladas destacadas de "cowpea" (Vigna sinemnsis Endl.)
resultaram na formacao de calos, ralzes e gemas na regiao
de corte dos peciolos (INDIRA & RAMADASAN 1967). O desenvol
vimento de gemas ocorreu quando os peciolos foram submersos
em solu¢Ao nutritiva contendo IRA (0,13 1,0 6u 10 uM). Este
foi o primeiro relato de ocorréncia de organogénese em "cow

pea", porém sem a utilizacio de métodos de cultmra in vitro.

SUBRAMANIAM et al. (1968) observaram gue
enguanto culturas de pontas de raizes de V. unguiculata (L.)
Walp. desenvolviam apenas raizes, calos obtidos de meriste

mas de raiz e apical apresentavam desenvolvimento de algumas

plantulas. Calos regenerados de protoplastos de folhas ‘de
"cowpea®™ (DAVEY et al. 1974) se mantiveram em estado indife
renciado quando em meio de SH ou MS acrescido de 2,4-D (4,5
uM) . Varias interagoes auxina/citocinina foram testadas para
induzir gemas e rafzes nestes calos. Ocasionalmente, estrutu
ras globulares semelhahtes a gemas, se desenvolveram em meio
de NT (sem manitol), suplementado com IAA (2,8 puM) e 6~BA
(2,2 uM) . Estas estruturas globulares, na sua maioria, nao
se desenvolveram além deste estadio. Algumas destas estrutu~
ras produziram ralzes gquando em meio de Blaydes, acrescido
de 2 g/1 de EL (meios sdlido e liquido). A diferenciagao de
ralzes nos calos foi prolifica na maioria dos meios testa
dos, especialﬁente na presenga de NAA ou IaA (0,5 - 5,0 uM),
combinado com uma citocinina (6-BA, 2ip ou KIN) na faixa de

concentragao entre 0 - 25 uM,
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