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RESUMO 

 

 

 

ANDRADE, Ana Paula de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 

de 2009. Organogênese in vitro em feijão guandu (Cajanus cajan (L.) 

Millsp.). Orientador: Sérgio Hermínio Brommonschenkel. Co-orientadores: 

Wagner Campos Otoni e Sérgio Yoshimitsu Motoike. 

 

O presente estudo objetivou avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento 

BAP e TDZ na indução de brotações adventícias de feijão guandu (cultivares “Anão” 

e “Fava Larga”) a partir de embriões zigóticos e segmentos de epicótilo de plântulas 

germinadas in vitro. Na indução de brotações a partir de eixos embrionários, ao final 

de 30 dias de cultivo foram avaliados o percentual de calejamento, o número de 

raízes e brotações formadas em ambas as extremidades (proximal e distal) bem como 

a presença de contaminação e de explantes sem reposta. A formação de raízes se 

manteve restrita aos explantes cultivados em meio MSØ e na extremidade proximal. 

Nos explantes cultivados em meio MS acrescido de citocininas, de maneira geral, 

independente da concentração de BAP e, ou, TDZ testadas, observou-se intensa 

formação de calo na extremidade proximal. Em ambos os cultivares o meio de 

cultura suplementado com a combinação de BAP e TDZ nas concentrações de 4,44 

µM e 2,27 µM respectivamente, possibilitou a formação de maior número de 

brotações por explante na extremidade distal, mas essas apresentaram tamanho 

reduzido. Apesar de haver formação de menor número de brotações nos explantes 

cultivados em meios acrescidos de apenas BAP (2,22 µM) ou  TDZ (2,27 µM), essas 

apresentaram folhas mais expandidas e aspecto vigoroso. Na indução de brotações a 

partir de segmentos de epicótilo obtidos assepticamente de plântulas com 7 dias de 

idade, avaliou-se ao final de 32 dias de cultivo o número de raízes e de brotações 

formadas em ambas as extremidades. A intensidade, coloração e textura dos calos 

foram avaliadas visualmente e descritas de forma geral. Novamente, a formação de 



 

x 

raízes foi observada no extremo basal dos explantes cultivados em meio MSØ sendo 

que, na presença de AgNO3, observou-se a formação de maior número de raízes por 

explante comparado ao meio controle sem AgNO3. Em ambos os cultivares e em 

ambas as extremidades dos explantes, o meio acrescido da combinação das duas 

citocininas (2,22 µM de BAP e 2,27 µM de TDZ) possibilitou a formação de calos 

visualmente maiores, sendo que na presença de AgNO3 a formação de calo foi 

menor. As brotações se restringiram ao extremo basal dos explantes cultivados em 

meio acrescido de citocininas e AgNO3, sendo que esta combinação possibilitou a 

formação de maior número de brotações. Seções histológicas revelaram a origem 

adventícia das brotações via organogênese direta nos explantes embrionários e via 

indireta nos explantes do epicótilo. Conclui-se que a utilização do eixo embrionário, 

segmentos de epicótilo e das citocininas BAP e TDZ na indução de brotações 

adventícias de feijão guandu cvs. “Anão” e “Fava Larga” é promissora; a utilização 

de AgNO3 se faz necessário para a indução de brotações a partir de segmentos de 

epicótilo; e embora a adição de precursores bem como a mensuração dos níveis de 

etileno não tenham sido realizados, as respostas obtidas no presente estudo podem 

estar relacionadas ao efeito deste hormônio. Os resultados obtidos neste trabalho 

fornecem subsídeos a estudos complementares, necessários para o aperfeiçoamento 

da eficiência de regeneração in vitro de feijão guandu, bem como das fases de 

alongamento e aclimatização ex vitro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xi 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

 

ANDRADE, Ana Paula de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 

2009. In vitro organogenesis in the pigeon pea (Cajanus cajan (L.) Millsp.). 

Adviser: Sérgio Hermínio Brommonschenkel. Co-advisers: Wagner Campos 

Otoni and Sérgio Yoshimitsu Motoike. 

 

The present study was carried out to evaluate the effects of the growth 

regulators BAP and TDZ on the induction of adventicious shoots of the pigeon pea 

(cultivars "Anão" and "Fava Larga"). So, zygotic embryos and epicotyledonary 

segments from in vitro-germinated plantlets were used. In the shoot induction from 

embryonic axes, the following variables were evaluated at the end of 30 days under 

culture: the percent callus, the number of roots and shoots formed at both ends 

(proximal and distal), as well as the presence of contamination and explants without 

response. The formation  of roots were restricted to the explants cultured in the MSØ 

medium and at the proximal end. In the explants cultured in the MS medium added 

with cytokinins, an intensive callus formation was generally observed at the proximal 

end. In both cultivars, the culture medium supplemented with combination of BAP 

and TDZ at concentrations 4.44µM and 2.27µM respectively, made possible the 

formation of higher shoot numbers by explant at distal end, but they were reduced-

sized shoots. Although the lower number of shoots in the explants cultured in 

mediums added with only BAP (2.22µM) or TDZ (2.27µM), they showed more 

expanded leaves and vigorous aspect. In shoot induction from the epicotyl segments 

aseptically obtained from plantlets aged 7 days, the number of roots and shoots 

formed at both ends were evaluated on the 32
o
 day. The intensity, coloration and 

texture of the callus were visually evaluated and generally described. Again, the root 

formations were observed at the basal end of the explants cultured in MSØ medium, 

whereas a higher number of root formation by explant were observed, compared to 



 

xii 

the control medium without AgNO3. In both cultivars and both ends of the explants, 

the medium added with combination of two cytokinins (2.22µM BAP and 2.27µM 

TDZ) made possible the formation of callus that were visually higher, but at the 

presence of AgNO3 occurred lower callus formation. The shoot were restricted to 

basal end of the explants cultured in the medium added with cytokinins and AgNO3, 

and this combination made possible the formation of higher shoot number. 

Histological sections revealed the adventicious origin of the shoots via direct 

organogenesis in the embryonic explants, as well as indirect via in the epicotyl 

explants. According to the results, the following conclusions were drawn: the use of 

the embryonic axis, epicotyl segments and both BAP and TDZ cytokinins in 

inducing the adventicious shoots of the pigeon pea (cultivars "Anão" and "Fava 

Larga") is promising; the use of AgNO3 is necessary to induce the shoots from the 

epicotyl segments; and although the addition of precursors and the measurement of 

the ethylene levels have not been accomplished, the responses obtained in this study 

may be related to the effect of this hormone. Those data will be useful as base for the 

accomplishment of complementary studies that are targeted to the improvement of 

the efficiency in the in vitro regeneration of the pigeon pea, as well as the ex vitro 

elongation and acclimatization phases.  
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1. Introdução Geral 

 

A ferrugem asiática da soja é uma doença policíclica causada pelo fungo 

Phakopsora pachyrhizi, e nos últimos anos disseminou-se por ampla área de 

exploração desta cultura na América do Sul ocasionando grandes prejuízos (Yorinori 

et al., 2005). Além da soja, P. pachyrhizi é capaz de infectar mais de 90 espécies e 

pelo menos 43 gêneros (Yeh et al., 1982). A utilização de variedades de soja 

resistentes seria a medida de controle mais desejável, todavia, isto tem sido 

dificultado devido à variabilidade genética do fungo e pela ausência de fontes de 

resistência de amplo espectro (Stokstad, 2004). 

Recentemente, foi relatada a suscetibilidade do feijão guandu a P. pachyrhizi 

e, diferentemente do que é verificado na soja, foram identificados genótipos de 

guandu imunes ao isolado deste fungo (Nogueira, 2007). 

A possibilidade da utilização do feijão guandu (Cajanus cajan L.) como 

"planta-modelo" em estudos que busquem elucidar mecanismos de resistência de 

plantas a ferrugem asiática da soja é de grande valor, podendo o feijão guandu servir 

como importante fonte alternativa de genes de resistência a P. pachyrhizi. Tal 

alternativa é exeqüível por meio da transformação genética da soja com os genes de 

resistência do guandu. Esta transferência intergenérica é possível desde que os 

gêneros sejam taxonomicamente relacionados (Tai et al., 1999). Os gêneros Vigna, 

Phaseolus e Cajanus pertencentes à sub-família Papilionoidae são os mais próximos 

de Glycine (Choi et al., 2004), tornando possível esta transferência, uma vez que 

tem-se observado em outros patossistemas, que os genes R são capazes de manter 

sua funcionalidade quando transferidos para espécies taxonomicamente relacionadas 

(Rommens et al., 1995; Tai et al., 1999).  

A clonagem posicional é a técnica comumente utilizada na clonagem de 

genes de resistência. Após a clonagem da região genômica que contém o gene R, 

uma etapa fundamental é a análise dos genes candidatos por meio da transformação 

genética. Assim, a disponibilidade de um sistma de trasnformação genética para 

guandu é pré-requisito para a clonagem de genes nesta planta. 

Para tanto uma das ferramentas que pode contribuir grandemente para esses 

avanços é a transformação genética do feijão guandu. 

O processo de transformação genética apresenta como potenciais de aplicação 

o melhoramento genético, bem como o de pesquisa básica, permitindo o estudo da 
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função e regulação da expressão gênica (Birch, 1997; Prescott et al, 1998; Newell, 

2000). Um dos pré-requisitos para a transformação genética é o estabelecimento de 

um protocolo reproduzível e aplicável de regeneração in vitro, bem como de 

aclimatização e produção das mudas em ambiente ex vitro. Daí a importância da 

cultura de tecidos, uma vez que o sucesso de programas de transformação estável de 

genes depende da capacidade de regeneração da espécie em estudo (Ferreira et al., 

1998). Assim, o estabelecimento de um protocolo de regeneração in vitro de 

cultivares de feijão guandu suscetíveis a P. pachyrhizi se faz necessário, pois, uma 

vez estabelecido, possibilitará o estudo funcional de genes candidatos que conferem 

resistência à ferrugem asiática da soja. 

A transformação genética de espécies leguminosas em geral tem sido 

dificultada uma vez que elas são consideradas recalcitrantes quando manipuladas in 

vitro (Christou, 1997; Satyavathi et al., 2003; Polowick et al., 2004; Saini e Jaiwal, 

2005), o que dificulta o processo de regeneração.  

A recalcitrância corresponde à incapacidade de células vegetais, tecidos e 

órgãos de responder ao cultivo in vitro, e ela pode ocorrer em todos os estádios de 

um regime de cultivo. A resposta obtida ao se cultivar um material in vitro, é 

influenciada por três fatores principais: 1) o estado fisiológico do material doador de 

explante; 2) manipulações in vitro, como composição do meio basal (compostos 

orgânicos e inorgânicos), presença de fitorreguladores, tipo de agente gelificante, pH, 

e outros fatores físicos tais como qualidade da luz, fotoperíodo e temperatura; e 3) 

estresse fisiológico apresentado pelo explante quando cultivado em condições in 

vitro, como por exemplo, a oxidação (Benson 2000). 

Outra limitação aliada ao cultivo in vitro de feijão guandu diz respeito ao 

genótipo com o qual se deseja trabalhar, podendo-se dizer que a cultura de tecidos é 

genótipo-dependente. As respostas obtidas por diversos autores variaram também em 

função do tipo explante, meios de cultura e diferentes reguladores de crescimento 

utilizados. 

Esses fatores podem e devem ser manipulados com intuito de se obter sucesso 

no processo de cultivo in vitro de espécies leguminosas como o feijão guandu. 
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2. Revisão de Literatura 

  

2.1. Feijão guandu 

 

O feijão guandu (Cajanus cajan L.) Millspaugh (2n = 2x = 22), leguminosa 

forrageira, pertence à família Fabaceae (anteriormente denominada Leguminosae), 

subfamília Papilionoideae, tribo Phaseoleae e à subtribo Cajaninae (Cronquist, 

1981). É uma das principais leguminosas cultivadas nos trópicos e subtrópicos, sendo 

extensivamente plantada na Índia e em vários países da Ásia, África e América 

Latina (Ratnaparkhe e Gupta, 2007). No ano de 2007 a Índia foi responsável por uma 

produção mundial de 2,5 milhões de toneladas de grãos, apresentando uma área 

plantada de aproximadamente 3,5 milhões de hectares (FAOSTAT, 2008). Essa 

espécie tem como centro de origem e diversidade genética a Índia, onde foi 

domesticada a cerca de 1500 anos a.C. Possui os seguintes nomes comuns: Guandul, 

poroto guandul, poroto paraguayo, sachacafé, falso café, arveja (Argentina); feijão 

guandu (Brasil); quinchoncho (Venezuela); frijol de árbol (México); Cumandái 

(Paraguai); red gram, tur, arhar, dahl (Índia); catjang, kachang (Ásia); pigeon pea 

(Austrália); pigeon pea, angola pea (Reino Unido); e puerto rican bean, pigeon pea 

(Hawaii) (Fuller e Harvery, 2006). 

As plantas são perenes, eretas, arbustivas e diferem amplamente entre si 

principalmente quanto ao ciclo de desenvolvimento, à altura máxima alcançada pela 

planta, ao potencial produtivo de fitomassa e de grãos, e a coloração da flor, vagem e 

sementes (Houérou, 2007; Souza et al., 2007).  

Com ramos de coloração verde ou púrpura, todas apresentam caule lenhoso e 

cilíndrico. As folhas são trifolioladas, e com folíolos lanceolados ou elípticos, de 4 a 

10 cm de comprimento e 3 cm de largura, recobertos por pubescência aveludada na 

face abaxial assim como o caule e ramos. Possui sistema radicular profundo e 

vigoroso, tendo como destaque uma raiz pivotante que pode penetrar um ou mais 

metros no solo. Numerosas raízes finas secundárias, localizadas nos 30 cm da 

camada superior do solo, apresentam nódulos de bactérias simbiontes (Souza et al., 

2007). 

As flores são de coloração amarelo ou amarelo-alaranjado, podendo 

apresentar traços (estrias) púrpuras ou avermelhadas. São ainda hermafroditas, 

podendo variar de 1,5 a 1,8 cm de comprimento distribuídas ao longo do ramo ou 

concentradas em racemos terminais (com 5 a 10 flores), caracterizando assim a 
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inflorescência. As vagens são indeiscentes e possuem formato oblongo achatado e 

terminam em um pequeno bico na extremidade, podendo alcançar 8 cm de 

comprimento e 1,4 cm de largura. Quando maduras, as vagens possuem coloração 

marrom, palha, púrpura ou verde salpicada de marrom, e podem conter de 2 a 9 

sementes. As sementes são de formato aproximadamente redondo, lisas, com 4 a 8 

mm de diâmetro, e possuem cor verde ou púrpura quando imaturas; quando maduras, 

apresentam coloração que vai de branco, amarelo, castanho a preto, podendo ainda 

ser salpicadas de marrom ou púrpura dependendo do cultivar (Houérou, 2007; Souza 

et al., 2007). 

A morfologia floral é do tipo cleistogâmico, típico de plantas autofecundadas, 

sendo assim, o sistema reprodutivo do guandu predominantemente autógamo. 

Embora a biologia floral da espécie favoreça a autopolinização, altas taxas de 

polinização cruzada podem ocorrer naturalmente como resultado da combinação de 

alguns fatores. Saxena et al. (1990) atribuem a essa ocorrência o tipo e eficiência da 

população local de insetos, a proximidade de plantas de diferentes genótipos, hábito 

de florescimento, distância do campo de produção de sementes, velocidade e direção 

predominante dos ventos na região, dentre outros. 

Entre as leguminosas, o guandu ocupa mundialmente o sexto lugar em 

importância alimentar e agrícola em função da grande variedade, além da capacidade 

de produzir grandes colheitas de sementes ricas em proteínas mesmo em solo de 

baixa fertilidade (Souza et al., 2007). De acordo com a literatura a produção de grãos 

pode variar de 500 a 1500 Kg/ha, podendo alcançar 3 t/ha, dependendo da variedade, 

do sistema de cultivo e época de semeadura. O teor protéico dos grãos varia de 12,4 a 

29,7%, com média de 21,2% sendo considerado como excelente para a alimentação 

humana (grãos secos ou verdes, e vagens), constituindo fração importante da dieta de 

populações da Índia, Bahamas, Porto Rico, Trinidad e Tobago e Panamá 

(Remanandan, 1990, citado por Santos et al., 1999). 

A cultura foi introduzida no Brasil possivelmente por escravos, e por sua 

tolerância a condições adversas como estresse hídrico e a capacidade de crescer em 

solos pobres, possibilitaram que seu cultivo se difundisse pelo país. No Brasil é 

frequentemente cultivada em associação com outras culturas em áreas de agricultura 

de subsistência de regiões semi-áridas, sendo utilizada na alimentação animal e 

humana (Souza et al., 2007). 
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De acordo com Udedibie e Igwe (1989), citados por Godoy et al. (1997), o 

guandu possui extraordinária capacidade de produção de forragem, nas formas de 

banco de proteínas, de feno, silagem, pastejo direto e de grãos. Pode ser ainda 

empregado como adubo verde, tanto em rotação quanto em associação com outras 

culturas. Alguns cultivares de guandu pode produzir mais de 30 t/ha/ano de matéria 

verde (caule, ramos e folhas) sob condições favoráveis de clima e solo (Souza et al., 

2007). A característica apresentada pelo guandu, de crescer em períodos adversos 

que limitam o crescimento de outras forrageiras, constitui-se em valiosa alternativa 

para a obtenção de alimentos de boa qualidade e redução de custos com colheita e 

armazenamento de forragem no período de entressafra (Rao et al., 2002). 

O guandu também é citado como “melhorador de solos”, dado a sua 

capacidade de acessar fosfatos insolúveis em solos com baixo teor de fósforo, 

aumentando assim a disponibilidade de fósforo solúvel para outras culturas que não 

têm essa capacidade de extração. É ainda capaz de assimilar mais nitrogênio por 

unidade de biomassa vegetal do que muitas outras leguminosas, podendo formar 

associação simbiôntica com bactérias do gênero Rhizobium. Esta simbiose ocorre 

nos nódulos localizados nas raízes, onde há uma relação de troca na qual a planta 

fornece energia para a bactéria e recebe amônia produzida pelo Rhizobium a partir da 

fixação do nitrogênio atmosférico (Nene e Sheila, 1990; Ratnaparkhe e Gupta, 2007). 

Além do mais, possui um vigoroso sistema radicular, profundo e ramificado, que 

possibilita o rompimento de camadas adensadas de solos, atuando assim como 

biodescompactador (Nene e Sheila, 1990; Santos et al., 1999; Souza et al., 2007). 

Beltrame e Rodrigues (2007), em trabalho com feijão guandu na restauração 

de florestas tropicais, observaram efeito positivo de seu uso para tal finalidade, tendo 

em vista que o guandu auxiliou de maneira geral no desenvolvimento de espécies 

florestais, reduzindo a mortalidade e aumentando a área basal e altura média das 

plantas. 

No que diz respeito ao ataque de pragas e doenças, diversas espécies de 

lagartas, que atacam flores, vagens e sementes em desenvolvimento, representam 

uma ameaça freqüente às culturas de guandu, mesmo não sendo pragas exclusivas da 

cultura. Ratnaparkhe e Gupta (2007) dão destaque a duas principais pragas que 

atacam a espécie, causando grandes perdas anuais. Uma delas pertencente ao gênero 

Helicoverpa (espécie H. armigera), que ataca vagens e flores, e é comumente 

encontrada nos trópicos e sub-trópicos da Ásia. A outra diz respeito à espécie 
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Melanagromyza obtuse M., um díptero que ataca as sementes, sendo uma praga 

também restrita ao continente asiático. Souza et al. (2007) também citam algumas 

espécies do gênero Helicoverpa, tais como H. virescens (lagarta-da-maçã) e H. zea 

(lagarta-da-espiga). A lagarta-falsa-medideira (Anticarsia gemmatilis) e a lagarta-do-

cartucho (Spodoptera frugiperda) atacam também as folhas das plantas de guandu. 

Outro grupo de pragas de grande importância é constituído pelos insetos que 

perfuram as sementes, espécies de gorgulho e caruncho pertencentes à família 

Bruchidae. De acordo com estes mesmos autores, algumas cultivares são também 

susceptíveis a fungos do solo, como Fusarium spp., principalmente no início do 

desenvolvimento das plantas. Salientam ainda, que no Brasil não há produtos 

registrados no Ministério da Agricultura, da Pecuária e do Abastecimento para o 

controle dessas pragas e patógenos.  

Rosa (2006) afirma que a baixa produtividade da cultura pode ser devida a 

diversos fatores, dentre eles a ocorrência de doenças, e que a podridão cinzenta do 

caule, causada por Macrophomina phaseolina vem ocupando um lugar de destaque 

na cultura do guandu. 

Em recente trabalho realizado por Nogueira (2007), foram identificados 

alguns genótipos de guandu imunes e outros suscetíveis a um isolado monopustular 

de Phakopsora pachyrhizi, fungo causador da ferrugem asiática da soja.  Dentre os 

genótipos suscetíveis, dois correspondem a cultivares dos quais são encontradas 

sementes comerciais no Brasil. 

 

2.2. Ferrugem Asiática da Soja 

 

A ferrugem asiática da soja, causada por Phakopsora pachyrhizi é a principal 

doença fúngica da cultura da soja no Brasil tendo sua importância aumentada nos 

últimos anos em função de sua introdução nas principais áreas de cultivo da soja no 

mundo e pela falta de variedades resistentes (Hartman et al., 2005). 

A primeira constatação da ferrugem asiática em lavouras de soja no Brasil 

ocorreu na safra 2001/02 e rapidamente se espalhou pelas principais regiões 

produtoras, dada a eficiente disseminação do patógeno pelo vento. Desde então o 

fungo se dispersou pela América do Sul sendo relatado em 2003 na Bolívia, e na 

Argentina, Uruguai e Colômbia, no ano de 2004. No mesmo ano de 2004, o fungo foi 

constatado em lavouras de soja nos Estados Unidos (Schneider et al., 2005). 
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P. pachyrhizi é um fungo biotrófico pertencente ao filo Basidiomycota, classe 

Urediniomycetes, ordem Uredilnales, família Phakopsoraceae, e ocorre no 

Hemisfério Leste desde 1902, sendo considerado um fungo patogênico altamente 

agressivo. Esse fungo causou danos na ordem de 10-14% na Tailândia, 10-90% na 

Índia, 10-50% no sul da China, 23-90% em Taiwan e 40% no Japão (Sinclair e 

Hartman, 1999).  

As perdas em grãos provocadas pela doença no Brasil na safra de 2007/08 

somaram o equivalente a 418,5 mil toneladas o que representa um prejuízo de US$ 

204,5 milhões. A média nacional de aplicações de fungicidas para o controle da 

ferrugem asiática e das demais doenças neste período foi estimada em 2,2 

aplicações/ha, sendo o valor médio de cada aplicação de US$ 43/ha totalizando um 

custo de US$ 1,97 bilhão para o controle da ferrugem asiática (Godoy, 2008).  

O processo de infecção empregado por P. pachyrhizi se inicia com a 

disseminação dos esporos que foram produzidos nas plantas que serviram como 

hospedeiras na entressafra. Os esporos são disseminados pelo vento e se depositam 

sobre as folhas das plantas de soja. Caso as condições estejam favoráveis, 

temperatura entre 18°C e 26°C e molhamento foliar os esporos germinam (formação 

do apressório) e o fungo penetra o tecido diretamente através da cutícula e começa a 

colonizar os tecidos da folha. Aos oito dias após a penetração, é possível visualizar 

as urédias, principalmente na face abaxial das folhas e finalmente a liberação de 

novos esporos (uredósporos). Plantas severamente infectadas apresentam como 

sintoma a desfolha precoce, o que compromete a formação e o enchimento de vagens 

bem como o peso final dos grãos (Yang et al., 1991). 

A utilização de variedades de soja resistentes ao fungo causador da ferrugem 

asiática seria a medida de controle mais desejável. Contudo, o desenvolvimento de 

cultivares resistentes tem sido dificultado pela variabilidade genética do fungo e pela 

ausência de fontes de resistência de amplo espectro (Stokstad, 2004). Quatro genes 

de resistência já foram descritos (Rpp1 a Rpp4), todavia, isolados capazes de 

suplantá-los já são conhecidos (Hartman et al., 2005). Estes mesmos autores afirmam 

que nenhum material com nível de resistência adequada ao patógeno foi identificado 

pela triagem de 940 cultivares de soja e de 12.000 acessos do banco de germoplasma 

do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos.  

Assim, na ausência de cultivares resistentes, medidas de manejo como a 

utilização de cultivares de ciclo precoce e semeaduras na época recomendada, o 
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monitoramento constante da lavoura associado ao controle químico com fungicidas 

têm sido recomendadas com intuito de diminuir os danos causados pela doença.  

 

2.3. Organogênese in vitro de feijão guandu  

 

Uma das possíveis formas de regeneração in vitro é a organogênese, processo 

pelo qual tecidos vegetais produzem órgãos adventícios unipolares. A organogênese 

pode ocorrer diretamente a partir de células do explante de origem ou indiretamente, 

sobre uma massa de células não organizadas, denominada de calo (Thorpe et al., 

1991; Bonga e Von Aderkas, 1992; Burritt e Leung, 1996; Gahan e George, 2008).  

O processo de organogênese é considerado complexo, e de acordo com 

Sugiyama (1999) depende da ação de reguladores de crescimento exógenos, em 

particular citocininas e auxinas, como também da habilidade do tecido em responder 

às mudanças hormonais durante o período de cultivo.  

As citocininas são essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal 

sendo também, de grande importância para as manipulações de células e tecidos 

vegetais in vitro (Mok et al., 2000). Atribui-se a essa classe de fitoreguladores um 

amplo espectro de atividades fisiológicas: são requeridas em processos que envolvem 

a divisão celular; a morfogênese in vitro; a proliferação e crescimento de gemas 

axilares impedindo a dominância apical; a expansão foliar entre outras (As 

citocininas comumente usadas na cultura de tecidos são BAP, TDZ, cinetina, 2-iP e 

zeatina, sendo as duas últimas citocininas naturais Bonga e Von Aderkas, 1992; 

Raven, 1992; Salisbury e Ross, 1992; Brum et al., 2002; van Staden et al., 2008). 

As auxinas por sua vez, estão envolvidas nos processo de divisão e 

alongamento celular, bem como na síntese de parede, promovendo ainda o 

crescimento de calos, principalmente em combinação com citocininas. A principal 

auxina natural é o AIA, e as auxinas sintéticas mais utilizadas são 2,4-D, dicamba, 

AIB e ANA (Machacova et al., 2008).  

A maneira complexa pela qual os reguladores e as células vegetais interagem 

indica que se o tecido não está em um estágio responsivo, esse não irá responder 

adequadamente aos reguladores de crescimento exógenos, não importando em quais 

concentrações e combinações eles são utilizados (Coenen e Lomax, 1997).  

Em geral três fases são reconhecidas no processo de organogênese. Na 

primeira fase, as células do explante adquirem competência organogênica, a qual é 
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definida como a habilidade das células a responderem a sinais hormonais. As células 

competentes são canalizadas e determinadas para a formação de órgãos específicos 

em resposta aos fitorreguladores exógenos caracterizando assim a segunda fase. E 

por fim, a terceira fase, que corresponde ao crescimento e expressão desse potencial 

na formação de órgãos propriamente ditos (Sugiyama, 1999; Ziv 1999).   

O sistema de regeneração in vitro via organogênese em feijão guandu tem 

sido estudado por diversos autores, com o objetivo de se obter protocolos 

reproduzíveis que possibilitem a transformação genética da espécie e, por seguinte, a 

obtenção de cultivares resistentes, principalmente a insetos que causam perdas 

significantes na produção dos grãos.  

George e Eapen (1994) estudaram a regeneração de plantas de guandu via 

organogênese a partir de diversos explantes como cotilédones e eixos embrionários 

imaturos, folhas primárias, segmentos caulinares e raiz, obtidos de plântulas 

germinadas in vitro. Os explantes foram cultivados em meio MS (Murashige e 

Skoog, 1962) com BAP (4,4 ou 22,2 µM) e AIA (0,6 µM). Houve formação de 

brotações de forma indireta somente a partir de explantes foliares e em ambas as 

concentrações de BAP utilizadas em combinação com AIA. Nos demais explantes 

não houve a formação de brotações ou houve formação apenas de protuberâncias, 

mas que não se desenvolveram mesmo após serem transferidas para o meio de 

mesma composição inicial.  

Um método de regeneração de novo via organogênese de cultivares de 

guandu foi obtido por Mohan e Krishnamurthy (1998), utilizando-se segmentos 

cotiledonares distais de sementes maduras como explante. Um grande número de 

brotações foi induzido diretamente a partir dos explantes de ambos os cultivares 

quando cultivados em seis diferentes meios basais  adicionados de 22,2 µM de BAP, 

2,3 µM de cinetina e 271 µM de sulfato de adenina, após 3-4 semanas de cultivo. As 

brotações se desenvolveram quando transferidas para o mesmo meio basal, mas com 

a concentração de citocininas e de sulfato de adenina reduzida à décima parte.  

Segmentos foliares (0,5 mm) de cultivares de guandu foram cultivados em 

meio MS suplementado com TDZ combinado ou não com AIA. Após 25 dias de 

cultivo os explantes foram transferidos para novo meio de mesma composição, mas 

com a concentração de TDZ reduzida à metade. Ao final de 50 dias de cultivo as 

brotações tornaram-se distintas, com elevada freqüência brotações regeneradas nos 
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tratamentos correspondentes ao meio MS suplementado apenas com TDZ; a presença 

de AIA não alterou o número médio de brotações por cultura. (Eapen et al. 1998). 

A regeneração de plantas viáveis também foi obtida a partir de eixos 

embrionários maduros de guandu (Franklin et al., 2000). O meio de indução utilizado 

foi composto por sais MS e vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), suplementado com 

diferentes concentrações de BAP e ANA. Os explantes também foram submetidos a 

3 diferentes condições de luz (escuro total, fotoperíodo de 16 h de luz e 8 h de escuro 

e luz contínua). A concentração de 8,86 µM de BAP combinada com 1,07 µM de 

ANA mostrou ser ótima, produzindo maior número de brotações por explante e que a 

condição de escuro total foi ideal para a formação das mesmas, sendo que na 

condição de luz contínua não houve formação de brotação mesmo após 150 dias de 

cultivo. 

Lawrence et al. (2001) também obtiveram sucesso na freqüência de 

regeneração de brotações via organogênese a partir de eixos embrionários maduros e 

segmentos foliares de plântulas germinadas in vitro, ao utilizarem meio MS 

acrescido de BAP e AIA. A indução de múltiplas brotações ocorreu de forma indireta 

em ambos os explantes após um período de 4-5 semanas.  

 Em meio MS modificado suplementado com diferentes citocininas em 

diferentes concentrações, segmentos das duas primeiras folhas completamente 

expandidas e da primeira folha trifoliolada foram utilizados como explantes. Entre as 

citocininas testadas somente BAP foi efetiva na indução e diferenciaçãodireta de 

múltiplas brotações após 45 dias de cultivo, enquanto que cinetina induziu 

calogênese e 2-iP causou oxidação das culturas. O melhor resultado (em média 12 

brotações por explante) foi obtido utilizando-se a combinação de 2,22 µM de BAP e 

0,57 µM de AIA e segmentos do primeiro par de folhas. Segmentos da folha 

trifoliolada somente expadiram, não sendo observada a formação de brotações 

(Misra, 2002). 

O efeito do TDZ na regeneração in vitro de guandu via organogênese foi 

estudado por Singh et al. (2003). Quando as sementes foram cultivadas em meio MS 

acrescido de TDZ (0,05-1,0 µM) houve formação de múltiplas brotações na região 

corresponde ao nó cotiledonar. A concentração ótima de TDZ na indução das 

brotações foi de 0,05 µM, onde uma máxima freqüência e um maior número médio 

de brotações por explante foram obtidos em um dos cultivares testados.  
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As citocininas BAP, cinetina e 2-iP foram utilizadas isoladamente ou em 

combinação na regeneração de múltiplas brotações a partir de explantes foliares 

cultivados em meio MS por 21 dias. Os autores obtiveram elevada freqüência de 

explantes com formação de brotações (95%) em meio MS suplementado com 5,0 µM 

de BAP e 5,0 µM de cinetina. Em geral, a combinação de BAP com cinetina foi mais 

eficiente na indução de múltiplas brotações quando comparada com as demais 

combinações. Após a indução, as brotações foram transferidas para o meio de 

alongamento composto por sais e vitaminas MS acrescido de 0,58 µM de GA3 por 

um período de 3-5 dias. Quando as brotações atingiram 3 cm de comprimento, foram 

transferidas para o meio de enraizamento (meio basal MS com reduzida concentração 

de sacarose, 1% e 1,14 µM de AIA). A utilização deste sistema de regeneração em 

estudos adicionais de transformação genética de guandu via biobalística foi 

demonstrado, onde 50% das plantas selecionadas mostraram a integração e expressão 

do gene utilizado (Dayal et al., 2003).   

Um protocolo de regeneração via organogênese direta de plantas de guandu 

„ICPL 93115‟ foi desenvolvido por Yadav e Padmaja (2003). Segmentos foliares 

(0,5-1,0 cm) foram obtidos de plântulas com 10 dias de idade e plaqueados com a 

face abaxial voltada para o meio de cultura. O meio de cultura utilizado foi composto 

por sais e vitaminas MS, e BAP em diferentes concentrações. O número máximo de 

brotações por explante (16,5) foi obtido quando estes foram incubados em meio 

suplementado com 22,2 µM de BAP.  

Sharma et al. (2006) desenvolveram um método eficiente para a obtenção de 

plantas transgênicas de guandu ao incorporar o gene cry1Ab de Bacillus 

thuringiensis no genoma da planta pela transformação genética mediada por 

Agrobacterium. O protocolo de regeneração in vitro obtido se baseou na formação de 

brotações adventícias via organogênese direta na região do nó cotiledonar de 

plântulas germinadas in vitro. Isso foi possível com a utilização do meio MS 

suplementado com elevada concentração de BAP (22,0 µM) o que possibilitou a 

supressão das gemas pré-existentes nessa região e formação de novas brotações via 

organogênese. Esse tratamento possibilitou uma freqüência de resposta de 85,7%. 

Entre os transformantes putativos selecionados no meio de indução, 60% deles 

mostraram ser positivos com relação à integração do gene. De acordo com as autores, 

a obtenção desse protocolo oferece imenso potencial de obtenção de plantas 

transgênicas do cultivar „ICPL87‟. 
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Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivos: 

- avaliar o efeito das citocininas BAP e TDZ na indução de brotações 

adventícias a partir de embriões zigóticos maduros de guandu; 

- avaliar o efeito das citocininas BAP e TDZ sozinhas e em combinação com 

AgNO3 na indução de brotações adventícias a partir de segmentos de epicótilo de 

plântulas de guandu germinadas in vitro;   

- e caracterizar anatomicamente a organogênese in vitro em guandu, visando 

localizar as áreas meristemáticas bem como os tecidos que dão origem as gemas 

adventícias. 
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CAPÍTULO 1 

Indução de brotações adventícias a partir de embriões zigóticos maduros de 

feijão guandu (Cajanus cajan L. Millsp.) por BAP e TDZ 

 

 

1. Introdução 

 

O guandu (Cajanus cajan L) é uma das principais leguminosas cultivada nos 

trópicos e subtrópicos, sendo freqüentemente citada como uma espécie de múltiplo 

uso (Godoy et al., 1997; Rao et al., 2002; Souza et al., 2007). Recentemente, foi 

relatada a suscetibilidade do guandu a Phakopsora pachyrhizi, agente causal da 

ferrugem asiática da soja e, diferentemente do que é verificado na soja, genótipos de 

guandu resistentes ao isolado deste fungo foram identificados (Nogueira, 2007). 

Neste contexto, a utilização do guandu como “planta modelo” em estudos que 

envolvam a identificação e isolamento de genes candidatos que possam conferir 

resistência à ferrugem asiática da soja se torna possível, sendo o estabelecimento de 

um protocolo de regeneração in vitro um pré-requisito para trabalhos dessa natureza.  

O sistema de regeneração via organogênese em feijão guandu, tem sido 

estudado por muitos autores, e diversos cultivares foram testados quanto a sua 

capacidade de regeneração a partir de inúmeras fontes de explantes como cotilédones 

(Mohan e Krishnamurthy, 1998), eixo embrionário (Franklin et al., 2000; Lawrence e 

Koundal, 2001; Mohan e Krishnamurthy, 2003; Satyavathi et al., 2003; Surekha et 

al., 2005), segmentos foliares (Eapen et al., 1998; Yadav e Padmaja, 2003; Misra, 

2002; Dayal et al., 2003) e nó-cotiledonar (Shiva-prakash et al., 1994; Singh et al., 

2003; Thu et al., 2003; Sharma et al., 2006). As respostas obtidas nesses trabalhos 

variaram em função do material genético (diferentes cultivares), da fonte de explante, 

bem como o meio de cultura utilizado suplementado com diferentes fitorreguladores 

e suas diferentes concentrações e/ou combinações. 

Em trabalhos visando a transformação genética via Agrobacterium 

tumefaciens a partir de eixos embrionários de Cajanus cajan (Franklin et al., 2000; 

Lawrence e Koundal, 2001; Mohan e Krishnamurthy, 2003; Satyavathi et al., 2003; 

Surekha et al., 2005), Cicer arietinum L. (Fontana et al., 1993; Polowick et al., 

2004), Glycine max (Liu et al., 2004), Vigna mungo (Saini e Jaiwal, 2005), Vigna 

unguiculata (Ivo et al., 2008), os autores relataram o potencial desse explante em 

comparação a outros como nó cotiledonar, folhas, hipocótilos e cotilédones. 
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Das várias classes de reguladores de crescimento conhecidas, as auxinas e 

citocininas são, sem dúvida, as mais importantes na regulação do crescimento e da 

morfogênese na cultura de células, tecidos e órgãos vegetais (Bonga e Von Aderkas, 

1992; van Staden et al., 2008).   

As citocininas naturais bem como as muitas sintéticas, contêm na posição N
6 

um radical adenínico como é o caso do BAP, uma citocinina sintética que parece ser 

a mais adequada para a multiplicação de parte aérea, indução de gemas adventícias e 

formação de brotos (Grattaplagia e Machado, 1998). Diversos trabalhos com 

leguminosas corroboram com esta afirmação, onde a utilização do BAP possibilitou 

a regeneração de brotações em Cajanus cajan (Shiva-prakash et al., 1994; 

Satyavathy et al., 2003; Yadav e Padmaja, 2003; Thu et al., 2003; Surekha et al., 

2005; Sharma et al., 2006), Cicer arietinum (Polissety et al., 1997; Polowick et al., 

2004), Glycine max (Dan e Reichert, 1998; Olhoft et al., 2003; Paz et al., 2004 e 

2006; Shan et al., 2005; Hong et al., 2007), Vigna mungo (Saini e Jaiwal, 2002 e 

2005) e Vigna unguiculata (Ivo et al., 2008). 

O TDZ também tem mostrado grande capacidade em estimular a formação de 

brotações adventícias em diferentes espécies de leguminosas, como em Arachis 

hipogaea (Kanyand et al., 1994), Cajanus cajan (Eapen et al., 1998; Singh et al., 

2003), Cicer arietinum (Malik e Saxena, 1992a), Glycine max (Keneda et al., 1997; 

Yoshida, 2002), Lens culinaris (Malik e Saxena, 1992a), Phaseolus angularis 

(Mohamed et al., 2006), Phaseolus vulgaris (Malik e Saxena, 1992b; Mohamed et 

al., 1992; Carvalho et al., 2000), Pisum sativum (Malik e Saxena, 1992a), e Vigna 

mungo (Das et al., 1998). 

Desta maneira, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de 

diferentes concentrações de BAP e TDZ (isoladamente ou em combinação) na 

indução de gemas adventícias a partir de eixos embrionários maduros dos cultivares 

comerciais de feijão guandu, Anão e Fava Larga.   
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2. Material e Métodos 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos e 

Células Vegetais do Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia e no 

Laboratório de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da 

Universidade Federal de Viçosa, no município de Viçosa, Minas Gerais, Brasil. 

 

2.1. Material vegetal 

 

Como material vegetal foram utilizadas sementes de cultivares comerciais de 

feijão guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.), Anão e Fava Larga, identificadas como 

suscetíveis a Phakopsora pachyrhizi por Nogueira (2007). As sementes foram 

obtidas da empresa Prósementes
®
, Araçatuba-SP, dada a necessidade de se ter muitas 

sementes para a realização dos experimentos.  

O cultivar Anão (IAPAR-43) foi obtido através de ciclos de seleção massal 

em população anã precoce proveniente da Colômbia e introduzida no Brasil através 

do Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijão, da EMBRAPA. O ciclo até o 

florescimento é de 90 a 120 dias quando a semeadura efetuada em outubro, e as 

plantas podem atingir de 1,00 a 1,20 m de altura.  Foi desenvolvido para a produção 

de grãos de alto valor nutritivo, sendo utilizado com sucesso na alimentação de aves 

ou em forma de forragem para bovinos e ainda, na alimentação humana equivalendo 

nutricionalmente ao feijão comum. 

O cultivar Fava Larga (IAC- Fava Larga) é resultante de seleção massal 

efetuada em diversos cultivares no período 1982-1985, em material introduzido na 

então Seção de Leguminosas do Instituto Agronômico desde 1953, com avaliações 

regionais em Campinas, Ribeirão Preto e Pindorama. Possui o ciclo longo (280 dias 

até 1ª colheita na semeadura efetuada em outubro), podendo as plantas atingir até 3,0 

m de altura. Pode ser utilizado na alimentação humana (grãos verdes ou secos) e 

animal (pastagem no inverno para forragem ou feno, grãos), quebra-ventos ou para 

sombreamento temporário de cultivos perenes. 

 

2.1.1. Obtenção dos explantes 

 

Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas 

superficialmente com álcool 70% (v/v) durante 2 minutos e, em seguida, foram 
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imersas em hipoclorito de sódio comercial puro (Super Globo, Brasil) por 20 

minutos, enxaguadas 8 vezes em água deionizada e autoclavada. Por fim, as 

sementes foram embebidas em água estéril por um período de aproximadamente 16 h 

em regime de escuro à temperatura de 27 ± 2 °C. 

Após o período de embebição, as sementes tiveram o tegumento retirado e os 

embriões foram cuidadosamente isolados dos cotilédones (Figura 1A) com auxílio de 

lupa binocular (ZEISS
®

) e bisturi sob condições assépticas em câmara de fluxo 

laminar. Os embriões foram cortados transversalmente acima da região referente ao 

nó cotiledonar e abaixo da plúmula, obtendo-se dessa forma o explante denominado 

neste trabalho de eixo embrionário decapitado. A extremidade mais próxima à 

radícula foi chamada de extremidade proximal, e a mais distante (próxima à plúmula) 

de extremidade distal (Figura 1B). 

 

2.2. Meios de cultura e condições de cultivo 

 

Os explantes foram inoculados em placas de Petri estéreis de poliestireno 

cristal de 90 x 15 mm (J. Prolab, Brasil) contendo 25 mL de meio básico composto 

por sais e vitaminas MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 30 g L
-1

 de 

sacarose, 100 mg L
-1

 de mio-inositol e 6,5 g L
-1

 de ágar Merck
®
 como agente 

gelificante.  

Com o objetivo de avaliar o efeito das citocininas BAP e TDZ na indução de 

gemas adventícias, foram testadas as concentrações de 2,22 µM e 4,44 µM de BAP, e 

2,27 µM e 4,54 µM de TDZ (isoladamente ou em combinação) (Quadro 1). Como 

controle foi utilizado o meio MS basal sem a adição de reguladores de crescimento, 

totalizando assim 6 meios de cultivo testados. O pH foi ajustado para 5,8± 0,1 

seguido de autoclavagem (121 °C, 1,5 atm de pressão, por 20 minutos). Após a 

inoculação dos explantes, as placas foram seladas com duas voltas de filme PVC 

(Rolopac
®

). 

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, à temperatura de 27 ± 

2°C sob fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, irradiância de ± 52 µmol 

m
-2

 s
-1

 provida por lâmpadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram
®
, 

Brasil).   
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Quadro 1 - Combinações das concentrações de BAP e TDZ utilizadas na indução de 

gemas adventícias a partir de eixos embrionários maduros decapitados de 

feijão guandu (Cajanus cajan). 

 

Meios de cultura 
Combinações 

BAP (µM) TDZ (µM) 

0 0 0 

1 2,22 0 

2 2,22 4,54 

3 2,22 2,27 

4 4,44 2,27 

5 0 2,27 

 

A fonte de explante bem como as citocininas e as respectivas concentrações 

testadas foram tomadas com base em trabalhos preliminares. 

 

2.3. Condução e avaliações experimentais 

 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em 

esquema fatorial 2 x 6 (2 cultivares x 6 meios de cultivo) totalizando 12 tratamentos. 

Foram utilizadas 5 repetições por tratamento, e 12 explantes por repetição, 

totalizando assim 60 explantes por tratamento. A posição original do explante foi 

mantida com intuito de se avaliar a resposta morfogênica nas extremidades proximal 

e distal de cada explante. 

 Uma análise morfológica foi realizada, com base em observações visuais 

(coloração e textura dos calos), aos 7 e 30 dias de cultivo. Ao final de 30 dias, 

avaliaram-se a presença de calo (expresso em percentual), e o número de raízes e 

brotações formadas em ambas as extremidades de todos os explantes. Quanto ao 

número de brotações formadas, atribuiu-se notas, sendo nota 0 para os explantes 

onde não houve formação de brotação, nota 1 para os explantes que tiveram de 1 a 5 

brotações formadas, nota 2 para os explantes que tiveram  de 6 a 10 brotações, e nota 

3 para aqueles que tiveram formação de mais de 10 brotações por explantes. 

Avaliou-se ainda a presença de contaminação e de explantes sem reação (ambos 

expressos em termos percentuais totais). As observações visuais foram realizadas, 

mediante auxílio de lupa binocular (ZEISS
®

). 
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Os dados obtidos das variáveis, número de raízes e brotações formadas foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) e ao teste de comparação de médias 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Para análise dos dados utilizou-se o 

programa estatístico Genes (Cruz, 2006).  

 

2.4. Histologia 

 

Com o objetivo de se confirmar a ocorrência do processo organogênico e 

identificar os tecidos que deram origem às gemas adventícias, regiões dos explantes 

onde houve a formação das gemas foram isoladas, fixadas em solução de Karnovsk 

(Karnovsk, 1965) por um período de 72 horas. As amostras foram desidratadas em 

série etílica crescente, infiltradas em metacrilato (Historesin, Leica) segundo as 

recomendações do fabricante.  

Seções longitudinais de 7 µm de espessura foram obtidas das amostras 

utilizando-se micrótomo rotativo de avanço automático (RM 2155 - Leica), equipado 

com navalhas de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina pH 4,0 

(O‟Brien e McCully, 1981) por 10 minutos e motados em resina sintética Permount
®
. 

O explante no tempo zero também foi submetido ao processo descrito acima de 

modo a confirmar a ausência de gemas pré-existentes no mesmo. 

As observações e a obtenção das imagens foram realizadas em 

fotomicroscópio Olympus AX70 com sistema U-photo, câmera e microcomputador 

com o software Spot-Basic. 
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3. Resultados 

 

3.1. Efeito dos meios de cultura nas respostas morfogênicas 

 

Na primeira semana de cultivo, observou-se acentuado intumescimento da 

maioria dos explantes, sobretudo na extremidade proximal, quando cultivados em 

meio de cultura acrescido de citocinina (independente das concentrações testadas), e 

estes apresentaram coloração verde claro (Figuras 1C-D). Nesse mesmo período 

houve a formação de raízes apenas na extremidade proximal da maioria dos 

explantes cultivados no meio controle (sem adição de fitorreguladores) (Figuras 1E- 

F). 

Ao final de 30 dias de cultivo, a formação de raízes se manteve restrita aos 

explantes cultivados em meio MSØ e na extremidade proximal. Não houve diferença 

significativa com relação ao número de raízes formadas entre os cultivares testados 

(F= 0,2278, P= 100,0) (Tabela 1a, anexo).  

Nos explantes cultivados em meio MS acrescido de citocininas, de maneira 

geral, independente da concentração de BAP e/ou TDZ testadas, observou-se intensa 

formação de calo na extremidade proximal e em elevados percentuais, variando de 

90 a 93,3%, para o cultivar Anão, e de 91,7 a 95 %, para o cultivar Fava Larga 

(Figura 2A). Os valores percentuais maiores (93,3 e  95%) foram obtidos quando os 

explantes foram cultivados em meio MS suplementado com 2,22 µM de BAP + 4,54 

µM de TDZ (Figura 2A). O calo formado nessas condições apresentou textura 

predominantemente compacta, coloração verde claro e presença de algumas regiões 

brancas de aspecto esponjoso (Figuras 4A, C, E, I e 5A, I). Por outro lado, na 

ausência de reguladores no meio de cultivo, a formação de calo nessa mesma região, 

foi observada em valores percentuais bem menores (21,7 e 28,3% para os cultivares 

Anão e Fava Larga, respectivamente) (Figura 2A).  

No que se refere à formação de calo na extremidade distal, essa ocorreu 

também nos explantes cultivados em meio com citocinina, mas em percentuais bem 

menores quando comparados àqueles obtidos na extremidade proximal. Para a 

extremidade distal nestas condições, os percentuais variaram de 13,3 a 28,3% para o 

cultivar Anão e de 13,3 a 40% para o Fava Larga (Figura 2B). Os meios de cultivo 

que proporcionaram maior número de explantes com calogênese nessa extremidade 

foram os acrescidos somente com 2,22 µM de BAP ou 2,27 µM de TDZ para o 
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cultivar Anão (ambos com 28,3%), e o meio suplementado apenas com 2,27 µM de 

TDZ, para o cultivar Fava Larga (40%) (Figura 2B).  Em contrapartida, não se 

observou calogênese nessa extremidade quando os explantes dos dois cultivares 

foram cultivados em meio controle (Figura 2B). 

Com relação à indução de brotações, essas se formaram apenas na 

extremidade distal dos explantes cultivados em meio MS provido de reguladores de 

crescimento (BAP e/ou TDZ em todas as combinações testadas), de ambos os 

cultivares, não havendo formação das mesmas no meio controle. 

Não houve efeito significativo da interação entre os cultivares e os meios de 

cultura testados, não havendo também diferença significativa entre os cultivares em 

relação formação de brotações (F= 0,9524, P= 100,0 e F= 8,7873, P= 0, 0047 

respectivamente) (Tabela 2, anexo). Por outro lado, os meios de cultura 

proporcionaram diferenças significativas quanto ao número de brotações formadas 

(F= 49,1163, P= 0) (tabela 2, anexo). Tanto para o cultivar Fava Larga quanto para o 

Anão o meio de cultura acrescido de 4,44 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ  

possibilitou a formação de maior número de brotações por explante . Vale ressaltar 

que, nesse meio, a média das notas atribuídas aos explantes do cultivar Fava Larga 

foi superior àquela atribuída ao cultivar Anão (1,47 e 1,13, respectivamente); e para 

o cultivar Anão este mesmo meio não diferiu estatisticamente do meio com adição de 

2,22 µM de BAP + 4,54 µM de TDZ (Figura 3). 

A adição de apenas BAP ou TDZ nas concetrações de 2,22 e 2,27 µM 

respectivamente, proporcionaram a formação de menor número de brotações por 

explante, não diferindo entre si estatisticamente nos dois cultivares testados (Figura 

3). 

Com relação à caracterização visual das brotações formadas, apesar da 

combinação de 4,44 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ ter proporcionado a formação 

de múltiplas brotações, essas apresentaram tamanho muito reduzido (Figuras 4G e 

5G), o que não foi desejável na etapa seguinte do processo de regeneração. As 

demais combinações entre BAP e TDZ também proporcionaram a formação de 

brotações com aspecto semelhante (Figuras 4C, 4E, 5C e 5E) ao contrário daquelas 

formadas em meio acrescido apenas de BAP (2,22 µM) ou TDZ (2,27 µ,M), que 

apresentaram folhas mais expandidas (Figuras 4A, 4I, 5A e 5I). 

De acordo com a Figura 6 pode-se concluir que a adição de BAP (2,22 µM) 

proporcionou maior frequência de explantes que formaram brotações (56,7% para o 
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cultivar Anão e 61,7% para o cultivar Fava Larga), seguido pelo meio acrescido de 

2,27 µM de TDZ (48,3 e 55% para os cultivares Anão e Fava Larga, 

respectivamente). 

O número de explantes contaminados e sem resposta foi expresso em termos 

percentuais totais, uma vez que estas observações não foram em função dos meios de 

cultura testados. Esses percentuais apresentaram valores baixos nos dois cultivares 

(Figuras 7A-B). A contaminação encontrada foi bacteriana e os explantes 

considerados sem resposta apresentaram-se totalmente oxidados. Para a maioria dos 

explantes, independente do meio de cultivo, observou-se também oxidação nas 

extremidades dos mesmos em contato com o meio. 

 

3.2. Histologia 

 

A análise histológica do explante de origem (tempo zero) possibilitou a 

confirmação da ausência de gemas pré-existentes em ambas as extremidades 

proximal e distal (Figura 8A). Essa análise permitiu concluir que as múltiplas 

brotações formadas no extremo distal, foram geradas de novo pela ação dos 

fitorreguladores.  

As análises histológicas realizadas nos explantes cultivados nos diferentes 

meios de indução confirmaram a ocorrência da diferenciação de meristema apical de 

parte aérea, com gema apical e primórdios foliares bem definidos indpendente da 

combinação de fitorreguladores testada (Figuras 4B, D, F, H, J e 5B, D, F, H, J). Em 

ambos os cultivares, observou-se que a diferenciação das brotações ocorreu a partir 

do tecido vascular do material de origem (procâmbio), sem a formação de calo, 

caracterizando dessa forma um processo de regeneração direta. A partir dessas 

análises pôde-se observar que a diferenciação das gemas seguiu o padrão típico de 

organogênese, apresentando continuidade vascular com o tecido de origem, 

confirmando assim sua origem adventícia (Figura 8B). 

As células meristemáticas formadas apresentaram padrão característico: 

tamanho pequeno, isodiamétricas, paredes delgadas, citoplasma denso e núcleo 

proeminente (Figura 8C). A diferenciação dos tecidos nos primórdios foliares é 

apresentada na Figura 8D, onde se observa a formação da epiderme, parênquima 

clorofiliano, tecido vascular e estômatos, bem como a presença de tricomas. 
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Figura 1. Resposta morfogênica de explantes embrionários de Cajanus cajan L. 

cultivados in vitro. A – Embrião zigótico maduro utilizado como 

explante. rd: radícula; nc: nó cotiledonar; pl: plúmula (Barra = 1,5 mm); 

B – Detalhe do explante seccionado. ep: extremidade proximal; ed: 

extremidade distal (Barra = 1,5 mm). C – Explantes após uma semana de 

cultivo em meio contendo citocinina independente da combinação testada 

(Barra = 15 mm). D – Explante intumescido na extremidade proximal 

após uma semana de cultivo em meio contendo citocinina independente 

da combinação testada. ep: extremidade proximal; ed: extremidade distal 

(Barra = 4 mm). E -  Explantes após uma semana de cultivo em meio 

controle (Barra = 15 mm). F – Formação de raiz na extremidade proximal 

após uma semana de cultivo em meio controle. ep: extremidade proximal; 

ed: extremidade distal (Barra = 4 mm). 
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Figura 2. Calogênese em eixos embrionários decapitados de C. cajan (cultivares 

Anão e Fava Larga) cultivados em diferentes meios. (A) Extremidade 

proximal (EP); (B) Extremidade distal (ED). Valores expressos em 

termos percentuais.  
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Figura 3. Formação de brotações na extremidade distal de eixos embrionários 

decapitados de C. cajan (cultivares Anão e Fava Larga)  cultivados em 

meio MS suplementado com diferentes concentrações de BAP e TDZ.  

Para cada cultivar, as médias seguidas de uma mesma letra minúscula, 

dentro de cada tipo de meio de cultivo testado, não diferem entre si, pelo 

tete de Tukey a 5% de significância. Entre os cutlivares, as médias 

seguidas de uma mesma letra maiúscula, dentro de cada tipo de meio de 

cultivo testado, não diferem entre si, pelo tete de Tukey a 5% de 

significância. 
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Figura 4. Oganogênese na extremidade distal de explantes embrionários decaptados 

de Cajanus cajan L. cv. Anão após 30 dias de cultivo. A, C, E, G, I – 

Aspecto geral das brotações. B, D, F, H, J – Seções longitudinais. 

Brotações adventícias obtidas em meio MS acrescido de: 2,22 µM de 

BAP (A e B); 2,22 µM de BAP + 4,54 µM de TDZ (C e D); 22,22 µM de 

BAP + 2,27 µM de TDZ (E e F); 4,44 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ (G 

e H); 2,27 µM de TDZ (I e J). Barras = 2,0 mm (A e I); 3,0 mm (G); 4,0 

mm (C e E); 400 µm (B, D, F, H e J). 
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Figura 5. Oganogênese na extremidade distal de explantes embrionários decaptados 

de Cajanus cajan L. cv. Fava Larga após 30 dias de cultivo. A, C, E, G, I 

– Aspecto geral das brotações. B, D, F, H, J – Seções longitudinais. 

Brotações adventícias obtidas em meio MS acrescido de: 2,22 µM de 

BAP (A e B); 2,22 µM de BAP + 4,54 µM de TDZ (C e D); 22,22 µM de 

BAP + 2,27 µM de TDZ (E e F); 4,44 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ (G 

e H); 2,27 µM de TDZ (I e J). Barras = 2,0 mm (A); 3,0 mm (C, E, G e 

I); 200 µm (D); 300 µm (B); 400 µm (F, H e J). 
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Figura 6. Formação de brotações na extremidade distal de eixos embrionários 

decapitados de C. cajan (cultivares Anão e Fava Larga)  cultivados em 

meio MS suplementado com diferentes concentrações de BAP e TDZ. 

Valores expressos em termos percentuais. 

 

 

 

Figura 7.  Total de explantes contaminados (A) e sem resposta (B). Valores 

expressos em percentuais totais para ambos os cultivares (Anão e Fava 

Larga).  
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Figura 8. Organogênese na extremidade distal de explantes embrionários decaptados 

de Cajanus cajan L. após 30 dias de cultivo in vitro. A-D – Seções 

longitudinais. A – Embrião zigótico decaptado utilizado como explante; B 

– explante cultivado em meio acrescido de citocinina detalhando a 

formação direta de gemas adventícias a partir do procâmbio e conexão 

vascular com o tecido de origem; C – Detalhe do meristema apical de 

parte aérea;  D – Diferenciação dos tecidos nos primórdios foliares. 

Barras = 100 µm (C e D); 300 µm (A); 400 µm (B). ep: extremidade 

proximal; ed: extremidade distal; mf: meristema fundamental; pc: 

procâmbio; pt: protoderme; ma: meristema apical; tv: tecido vascular; pf: 

primórdio foliar; ep: epiderme; es: estômatos; tc: tricoma. 
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4. Discussão 

 

Sabe-se que são vários os fatores que influenciam o comportamento do 

explante em cultura, sendo que um deles refere-se ao balanço hormonal entre auxinas 

e citocininas. Preece (2008) menciona que muitos estudos acerca do cultivo in vitro 

de espécies vegetais, focam na manipulação do meio de cultura, seja variando a 

composição dos sais e agentes gelificantes, bem como a concentração e o tipo de 

fitorreguladores utilizados. Contudo, o crescimento in vitro e os processos 

morfogênicos são também governados por propriedades intrínsecas ao explante, 

como, por exemplo, o balanço hormonal endógeno. Assim, o balanço hormonal 

inerente ao explante vai interagir com os estímulos externos fornecendo a resposta 

morfogênica. 

A inoculação dos explantes em meio desprovido de reguladores de 

crescimento (MSØ) resultou na formação de raízes e esta se restringiu à extremidade 

proximal dos explantes. Uma razão auxina:citocinina elevada inerente ao explante 

pode ser a explicação para a formação de raízes em meio MSØ, visto que um dos 

efeios da auxina é a promoção de raízes adventícias que podem surgir a partir de 

agregados celulares que renovam sua atividade de divisão celular. Deve-se 

considerar ainda o fato de que, a biossíntese de auxina está associada aos tecidos com 

rápida divisão celular e crescimento (especialmente nas partes aéreas) e que seu 

transporte ocorre da extremidade apical para a basal (Taiz e Zeiger, 2004; 

Machacova et al., 2008), o que poderia justificar então a formação das raízes apenas 

no extremo proximal dos explantes. 

Resultados semelhantes foram obtidos ao se cultivar eixos embrionários 

decapitados de espécies do gênero Phaseolus em meio basal constituído por sais e 

vitaminas B5 desprovido de reguladores de crescimento. A formação de raízes no 

extremo basal dos explantes foi observada em quatro das seis espécies estudadas 

(Mohamed et al., 1991). 

Ao final de 30 dias de cultivo foi possível observar elevados percentuais 

(90% ou mais) de calejamento na extremidade proximal dos explantes mantidos em 

meio com adição de BAP e /ou TDZ e em ambos os cultivares. No meio controle o 

mesmo não ocorreu uma vez que os valores percentuais referentes à formação de 

calo nesta região foram menores do que 30%. 
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Morre et al. (1998), ao detalharem um procedimento de regeneração in vitro 

de algodão a partir de eixos embrionários decapitados, observaram a formação de 

calo na base da maioria dos explantes quando estes foram cultivados em meio de 

indução composto por sais de MS e vitaminas B5 suplementado com elevadas 

concetrações de BAP ao final de 20 dias de cultivo. 

A formação de calos na extremidade basal de eixos embrionários de Vigna 

mungo também foi observada em quantidade variável nos explantes inoculados em 

meio basal MSB5 (sais MS e vitaminas B5) acrescido com BAP (0,5-15,0 µM) 

(Saini e Jaiwal, 2005).  

A formação de calo em elevados percentuais no extremo proximal dos 

explantes cultivados em meios contendo citocinina sugere, mais uma vez, que o 

balanço hormonal exógeno interagiu de forma significativa com os níveis endógenos, 

desencadeando tal resposta morfogênica. Provavelmente, a relação auxina:citocinina 

endógena ocorreu sim de maneira elevada nessa região do explante (como já 

discutido na formação de raiz) que ao permanecer em contato com meio de cultura 

suplementado com citocininas, veio a se estabelecer em proporções que favoreceram 

o processo de calogênese. 

A formação de calo no extremo distal pode ser explicada pela mesma 

interação, mas de forma contrária. Nessa extremidade a relação auxina:citocinina 

endógena deve ser menor do que aquela presente no extremo proximal. Por isso 

menores concentrações de citocininas exógenas (meios suplementados com 2,22 µM 

de BAP ou 2,27 µM de TDZ) foram suficientes para promover a formação de calo 

nessas extremidades em maiores frequências. Esses percentuais foram menores do 

que os observados no extremo proximal, o que sugere também que, além do balanço 

hormonal endógeno inerente a cada extremidade, as células presentes na porção mais 

apical dos explantes podem corresponder à células que normalmente adquirem 

competência para uma rota diferente daquela que culmina na formação de calo. 

A adição das citocininas BAP e TDZ no meio de cultivo mostrou-se eficiente 

na indução de brotações a partir de eixos embrionários decapitados de feijão guandu. 

Como observado, as brotações se formaram apenas na extremidade distal e o meio de 

cultivo suplementado com a combinação dessas duas citocininas nas concentrações 

de 4,44 µM de BAP e 2,27 µM de TDZ, promoveu a formação de maior número de 

brotações quando comparado aos demais meios de cultura em ambos os cultivares 

comerciais testados. 
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O efeito sinergístico entre a combinação de BAP e TDZ na indução de 

múltiplas brotações corroboram com aqueles encontrados no cultivo de explantes de 

outras espécies leguminosas sob condições semelhantes. Nós cotiledonares de fava 

(Vicia faba L.) inoculados em meio MS suplementado com BAP em combinação 

com TDZ (8,88 e 9,08 µM respectivamente) produziu maior número de brotações 

(em média 15,7 brotações/explante) após 30 dias de cultivo. Brotações induzidas em 

elevadas concentrações de BAP e/ou TDZ apresentaram tamanho reduzido, com 

folhas pouco expandidas (finas) e morfologia anormal, devido possivelmente a um 

excesso de BAP e TDZ nos sítios de ligação o que ocasionou toxidez às células 

vegetais (Khalafalla e Hattori, 1999). Estas observações estão de acordo com os 

resultados desse trabalho, uma vez que o tamanho das brotações formadas em meio 

contendo combinações de BAP e TDZ mostrou-se reduzido. Dessa forma, essas 

combinações e, em especial a combinação de 4,44 µM de BAP e 2,27 µM de TDZ,  

podem ser consideradas tóxicas para as células em cultivo de explantes embrionários 

dos cultivares Anão e Fava Larga. Resultados semelhantes foram observados em 

outros trabalhos com ervilha, grão-de-bico e lentilha (Malik e Saxena, 1992a). 

A indução de múltiplas brotações dado ao efeito sinergístico do uso 

combinado de BAP e TDZ foi relatado em outras espécies leguminosas como 

Glycine max (Franklin et al., 2004) e Vigna radiata (Amutha et al., 2003). 

Nos trabalhos onde se observou um efeito sinergístico na indução de 

brotações em meio acrescido com combinações de BAP e TDZ (Malik e Saxena, 

1992a; Khalafalla e Hattori, 1999; Amutha et al., 2003), os autores atribuíram a essa 

resposta, o modelo proposto previamente por Nielsen et al. (1995). De acordo com 

esse modelo, ambas as citocininas BAP e TDZ podem se ligar a um receptor, uma 

“proteína receptora de citocinina” (CBP, “Cytokinin-binding protein”) a qual possui 

dois sítios de ligação. Em um sítio se liga as citocininas derivadas de adenina, 

enquanto o outro é capaz de se ligar à citocininas derivadas de feniluréia. Por esta 

razão, a adição combinada de ambas, proporciona uma maior formação de brotações, 

devido à ativação dos dois sítios de resposta da CBP. Provavelmente, o resultado 

obtido no presente trabalho se deve a esse fato. 

Ao se utilizar BAP e TDZ isoladamente, observou-se também a formação de 

brotações adventícias em um maior número de explantes, o que permite considerar 

essas citocininas como fatores determinantes para o êxito da resposta morfogênica in 

vitro de feijão guandu. As brotações formadas na presença apenas de BAP ou TDZ 
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nas concentrações já mencionadas, mostraram-se mais expandidas e aptas ao 

processo de alongamento.  

Com base na literatura revisada, são vários os trabalhos onde os autores 

obtiveram sucesso na indução de brotações ao inocularem explantes de diferentes 

cultivares de Cajanus cajan L. em meio suplementado com BAP ou TDZ (Eapen et 

al., 1998; Singh et al., 2003; Thu et al., 2003; Yadav e Padmaja, 2003; Surekha et al. 

2005). Apesar de algumas concentrações e fontes de explantes utilizadas nesses 

trabalhos terem sido diferentes daquelas testadas no presente estudo, os resultados 

obtidos aqui só reforçam o importante papel das citoninas BAP e TDZ na 

regeneração in vitro de feijão guandu, e que, as diferenças quanto ao requerimento 

delas no meio de cultura pode ser devido à diferenças nos níveis endógenos dos 

reguladores entre os diferentes tipos de explantes e cultivares testados. 

A utilização de eixos embrionários na indução de gemas adventícias tem sido 

relatada com êxito em diferentes cultivares de C. cajan L. em meio de cultura 

acrescido de fitorreguladores.  

Franklin et al. (2000) obtiveram plantas viáveis regeneradas via organogênese 

a partir de embriões maduros de 4 cultivares de guandu. As brotações se formaram 

na região apical dos eixos embrionários decapitados (retirada inicial da plúmula) 

após 20 dias de incubação em meio de indução (BAP + ANA). Para o cultivar VBN2 

observou-se a formação de 9,5 brotações por explante, com frequência de 62,5%. 

Eixos embrionários decapitados mostraram-se superiores ao explante foliar 

quando cultivados em meio MS suplementado com BAP e AIA (freqüências de 

regeneração de 59 e 20% respectivamente) (Lawrence e Koundal, 2001).  

Elevada freqüência de regeneração a partir de eixos embrionários de Cajanus 

cajan L. quando cultivados em meio de indução de brotações, também foi relatada 

em outros trabalhos (Mohan e Krishnamurthy 2003; Satyavathi et al. 2003)  sendo os 

protocolos estabelecidos utilizados em estudos de transformação genética.  

No presente trabalho, ao se utilizar eixos embrionários decapitados, foi 

possível observar que, após o período de 30 dias de cultivo, os percentuais de 

explantes que formaram brotações mostraram-se relativamente elevados em todos os 

meios testados e em ambos os cultivares estando de acordo com aqueles abordados 

anteriormente, onde maiores freqüências de regeneração foram obtidas a partir desse 

explante. 
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Outros trabalhos com soja (Liu et al., 2004), grão-de-bico (Polowick et al., 

2004), feijão-mungo (Saini e Jaiwal, 2005) e feijão-caupi (Ivo et al., 2008), tratam da 

utilização de eixos embrionários maduros decapitados no processo de transformação 

genética dessas espécies, dada a eficiência dos mesmos na regeneração de brotações 

adventícias. 

A oxidação observada nas extremidades dos explantes (onde se realizou os 

cortes) em contato com o meio não restringiu o potencial morfogênico dos explantes. 

A ausência de resposta encontrada, mesmo que em baixos percentuais, pode ser 

conferida a um certo grau de maturação das sementes de onde se obteve esses 

explantes em particular, os quais já poderiam ter perdido a viabilidade. Além disso, 

possíveis danos ou injúrias físicas causadas nos explantes durante o preparo dos 

mesmos podem ter contribuído para ausência de respostas morfogênicas. 

O índice de contaminação também se mostrou baixo, indicando que a 

metodologia utilizada para desinfestação das sementes e isolamento dos embriões 

foram eficientes, e que, possivelmente, a contaminação por bactéria foi de caráter 

endofítico. 

 As análises histológicas realizadas nos explantes revelaram a origem 

adventícia das brotações formadas, sendo o tecido vascular (procâmbio) do explante 

de origem a região responsiva. Confirmou-se, ainda, que o processo de organogênese 

ocorreu de forma direta, sem a formação de calo, constituindo num processo 

vantajoso. Esses resultados corroboram com os obtidos por Saini e Jaiwal (2002 e 

2005) e Liu et al. (2004). Nestes trabalhos os autores comentam a importância de se 

ter um processo de organogênese via direta, uma vez que a ocorrência de variação 

somaclonal é menor. 

As regiões meristemáticas observadas no presente estudo se distinguiram do 

restante do explante por apresentarem intensa divisão celular, com formação de 

grupos de células pequenas, isodiamétricas, núcleo proeminente e paredes delgadas.  

Diante do exposto pode-se concluir que a utilização do eixo embrionário 

decapitado como explante e das citocininas BAP e TDZ na regeneração in vitro de 

feijão guandu (cultivares Anão e Fava Larga) via organogênse direta é promissora, 

visto que houve a formação de múltiplas brotações em todos os meios acrescidos 

com estas citocininas.  

Os dados aqui apresentados servirão de base para novos testes e serão de 

grande utilidade, contribuindo pra o estabelecimento e otimização de protocolos de 
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regeneração desses cultivares em especial. Propõem-se a utilização de outras 

concentrações de BAP e TDZ, até mesmo concentrações menores do que àquelas 

utilizadas no presente estudo. Apesar de não se ter observado diferença significativa 

entre os cultivares testados, sugere-se a utilização do cultivar Anão por possuir 

pequeno porte, facilitando assim trabalhos futuros em casa de vegetação.  
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CAPÍTULO 2 

Indução de brotações adventícias em segmentos de epicótilo de feijão guandu 

(Cajanus cajan L. Millsp.) germinado in vitro por BAP, TDZ e AgNO3 

 

 

1. Introdução 

 

Os eventos organogênicos acontecem mediante a desdiferenciação e 

rediferenciação celular dependendo da retomada da atividade meristemática das 

células em cultivo, sendo considerado um processo complexo, com atuação de vários 

fatores (Ziv, 1999; Gahan e George, 2008) como, por exemplo, o tipo de explante. 

Cotilédones, eixos embrionários, folhas primárias, segmentos caulinares obtidos de 

plântulas germinadas in vitro entre outros, correspondem às diferentes fontes de 

explantes que podem ser utilizadas no processo de regeneração in vitro. A utilização 

de segmentos caulinares como o epicótilo na obtenção de explantes é de grande 

praticidade, dada a facilidade na preparação dos mesmos e a possibilidade de se ter 

um maior número de explantes. 

O êxito do processo de regeneração de brotações adventícias em Cajanus 

cajan L. não depende apenas dos fatores inerentes ao tecido vegetal, mas também das 

condições ambientais e do meio de cultura. Neste particular a adição de 

fitorreguladores no meio exerce um papel crítico no processo, havendo a necessidade 

de se adicionar citocininas no meio de cultivo, com vistas à formação das brotações, 

sendo as mais utilizadas BAP (Shiva-prakash et al., 1994; Satyavathi et al., 2003; 

Yadav e Padmaja, 2003; Thu et al., 2003; Surekha et al., 2005; Sharma et al., 2006 ) 

e TDZ (Eapen et al., 1998; Singh et al., 2003). 

Além da presença de fitorreguladores no meio de cultura, outros fatores 

podem influenciar no potencial regenerativo de uma espécie como, por exemplo, a 

produção de alguns compostos gasosos, como o etileno, durante o cultivo in vitro 

(George e Davies, 2008).  

O etileno (C2H4) é um hormônio que exerce importante papel no crescimento 

e desenvolvimento do vegetal (Bleeker e Kende, 2000; Taiz e Zeiger, 2004; 

Moshkov et al., 2008). Seu efeito é variável, seja promovendo ou inibindo processos 

morfogênicos in vitro, e é dependente da espécie, do tipo de explante, da via 

regenerativa e presença de outros reguladores no meio de cultivo (Biondi et al., 1998; 

Moshkov et al., 2008), dentre outros. Ainda, seu acúmulo ou produção pode estar 
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associado à recalcitrância de algumas espécies in vitro (Chi et al., 1991; Pua e Chi, 

1993; Kumar et al., 1998a; Benson, 2000). 

O efeito inibitório do etileno sob a morfogênese já foi relatado para várias 

leguminosas: Arachis hypogaea L. (Pestana et al., 1999; Ozudogru et al., 2005), 

Glycine max (Wang e Xu, 2008), Phaseolus vulgaris (Carvalho et al., 2000), Vicia 

faba (Khalafalla e Hattori, 2000) e Vigna unguiculata L. (Brar et al., 1999).  

Existem algumas substâncias que são capazes de inibir a biossíntese bem 

como a ação do etileno. Dentre as substâncias que inibem a ação do etileno, 

destacam-se os íons prata (Ag
+
) aplicados como nitrato de prata e tiossulfato de prata 

(Ag(S2O3)2
3-

), e o dióxido de carbono (Taiz e Zeiger, 2004; Moshkov et al., 2008). 

Essas substâncias atuam ou competindo com etileno se ligando aos domínios 

receptores, ou agindo por mecanismos ainda desconhecidos (Moshkov et al., 2008).   

Sabendo-se da influência do etileno no cultivo in vitro, a utilização de 

inibidores do etileno pode contribuir de maneira efetiva para o aprimoramento dos 

protocolos de regeneração in vitro de espécies leguminosas recalcitrantes. 

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo consistiu em avaliar o efeito 

das citocininas BAP e TDZ em combinação ou não com nitrato de prata, na indução 

de brotações adventícias em explantes de epicótilo de plântulas de guandu (Cajanus 

cajan, cultivares Anão e Fava Larga) germinadas in vitro. 
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2. Material e Métodos 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos e 

Células Vegetais do Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia e no 

Laboratório de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da 

Universidade Federal de Viçosa, no município de Viçosa, Minas Gerais, Brasil. 

 

2.1. Material vegetal 

 

Foram utilizadas sementes de cultivares comerciais de feijão guandu 

(Cajanus cajan (L.) Millsp.), Anão e Fava Larga, identificadas como suscetíveis a 

Phakopsora pachyrhizi por Nogueira (2007). As sementes foram obtidas da empresa 

Prósementes
®
, Araçatuba-SP, dada a necessidade de se ter muitas sementes para a 

realização dos experimentos.  

O cultivar Anão (IAPAR-43) foi obtido através de ciclos de seleção massal 

em população anã precoce proveniente da Colômbia e introduzida no Brasil através 

do Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijão, da EMBRAPA. O ciclo até o 

florescimento é de 90 a 120 dias quando a semeadura efetuada em outubro, e as 

plantas podem atingir de 1,00 a 1,20 m de altura.  Foi desenvolvido para a produção 

de grãos de alto valor nutritivo, sendo utilizado com sucesso na alimentação de aves 

ou em forma de forragem para bovinos e ainda, na alimentação humana equivalendo 

nutricionalmente ao feijão comum. 

O cultivar Fava Larga (IAC- Fava Larga) é resultante de seleção massal 

efetuada em diversos cultivares no período 1982-1985, em material introduzido na 

então Seção de Leguminosas do Instituto Agronômico desde 1953, com avaliações 

regionais em Campinas, Ribeirão Preto e Pindorama. Possui o ciclo longo (280 dias 

até 1ª colheita na semeadura efetuada em outubro), podendo as plantas atingir até 3,0 

m de altura. Pode ser utilizado na alimentação humana (grãos verdes ou secos) e 

animal (pastagem no inverno para forragem ou feno, grãos), quebra-ventos ou para 

sombreamento temporário de cultivos perenes. 

 

2.1.1. Germinação in vitro das sementes e obtenção dos explantes 
 

Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas 

superficialmente com álcool 70% (v/v) durante 2 minutos e, em seguida, foram 

imersas em hipoclorito de sódio comercial puro (Super Globo, Brasil) por 20 
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minutos, e enxaguadas 8 vezes em água deionizada e autoclavada. Por fim, as 

sementes foram embebidas em água estéril por um período de aproximadamente 16 h 

em regime de escuro a 27 ± 2 °C. 

Após o período de embebição, as sementes tiveram o tegumento retirado e 

foram inoculadas em frascos de cultura (60 x 100 mm), contendo 30 mL de meio de 

básico de MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 20 g L
-1

 de sacarose, 100 mg 

L
-1

 de mio-inositol e 6,5 g L
-1

 de ágar Merck
®
 como agente gelificante. Foram 

colocadas 5 sementes em cada frasco e estes foram mantidos em sala de crescimento, 

sob fotoperíodo de 16 horas de luz, irradiância de 52 µmol m
-2

 s
-1

 provida por três 

lâmpadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram
®
, Brasil) e a 27 ± 2 °C, 

por um período de 7 dias.  

Foram escolhidas as plântulas que apresentaram, no mínimo, epicótilo com 

7,5 cm de comprimento. A partir do epicótilo, foram obtidos 5 segmentos de 

aproximadamente 1,5 cm de comprimento cada (Figura 1A).  

 

2.2. Meios de cultura e condições de cultivo 

 

Os explantes foram inoculados em placas de Petri estéreis de poliestireno 

cristal de 90 x 15 mm (J. Prolab, Brasil) contendo 25 mL de meio básico constituído 

de MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 30 g L
-1

 de sacarose, 100 mg L
-1

 de 

mio-inositol e 6,5 g L
-1

 de ágar Merck
®

 como agente gelificante. Na indução de 

gemas adventícias foi avaliado o efeito das citocininas BAP e TDZ (2,22 µM e 2,27 

µM respectivamente) isoladamente ou em combinação e ainda, com adição ou não de 

11,77 µM de AgNO3 (Quadro 1). Como controle foi utilizado o meio MS desprovido 

de reguladores de crescimento também com adição ou não de nitrato de prata. O pH 

foi ajustado para 5,8 ± 0,1 seguido de autoclavagem (121 °C, 1,5 atm de pressão, por 

20 minutos). Após a inoculação dos explantes, as placas foram seladas com  filme de 

PVC (Rolopac
®
). 
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Quadro 1. Combinações das concentrações de BAP e TDZ com adição ou não de 

AgNO3 utilizadas na indução de gemas adventícias a partir de segmentos 

de epicótilo de plântulas de feijão guandu (Cajanus cajan) germinadas in 

vitro. 

 

Meios de 

cultura 

Combinações AgNO3 

(µM) BAP (µM) TDZ (µM) 

0 0 0 0 

1 2,22 0 0 

2 2,22 2,27 0 

3 0 2,27 0 

4 0 0 11,7 

5 2,22 0 11,7 

6 2,22 2,27 11,7 

7 0 2,27 11,7 

 

Inicialmente as culturas foram mantidas em sala de crescimento em regime de 

escuro total por 8 dias. Em seguida as placas foram transferidas para a condição de 

fotoperíodo de 16 horas de luz, irradiância de 52 µmol m
-2

 s
-1

 provida por três 

lâmpadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram
®
, Brasil) permanecendo 

nessa condição por mais 24 dias. Após 16 dias de cultura, os explantes foram 

transferidos para um novo meio de mesma composição inicial.   

A fonte de explante bem como as citocininas e as respectivas concentrações 

testadas foram tomadas com base em ensaios preliminares. 

 

2.3. Condução e avaliações experimentais 

 

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em 

esquema fatorial 2 x 2 x 4  (2 cultivares x adição ou não de AgNO3 x 4 meios de 

cultivo), totalizando 16 tratamentos. Foram utilizadas 10 repetições por tratamento, 

sendo que cada repetição consistiu de 10 explantes (2 epicótilos seccionados em 5 

segmentos cada) totalizando assim 100 explantes por tratamento. A posição original 

do explante foi mantida com intuito de se avaliar a resposta morfogênica nas 

extremidades proximal e distal de cada explante. Para se especificar a posição 

original do explante no epicótilo, seguiu-se a numeração de 1 a 5, sendo o primeiro 
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explante o mais próximo ao nó cotiledonar e o último o mais próximo do ápice 

(Figura 1A). 

Foram realizadas avaliações periódicas a cada 8 dias até completar 32 dias de 

cultivo. Avaliou-se o número de raízes e de brotações formadas em ambas as 

extremidades de cada explante. A intensidade, coloração e textura dos calos foram 

descritas de forma geral, sendo consideradas como observações visuais. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e ao 

teste de comparação de médias Tukey ao nível de 5% de probabilidade. Para análise 

dos dados utilizou-se o programa estatístico Genes (Cruz, 2006).  

 

2.4. Histologia 

 

Com intuito de se confirmar a ocorrência do processo organogênico bem 

como identificar os tecidos que deram origem às gemas adventícias, regiões dos 

explantes onde houve a formação das gemas foram isoladas, fixadas em solução de 

Karnovsk (Karnovsk, 1965) por um período de 72 horas. As amostras foram 

desidratadas em série etílica crescente, infiltradas em metacrilato (Historesin, Leica) 

segundo as recomendações do fabricante.  

Seções longitudinais de 7 µm de espessura foram obtidas das amostras 

utilizando-se micrótomo rotativo de avanço automático (RM 2155 - Leica), equipado 

com navalhas de vidro. Os cortes foram corados com azul de toluidina pH 4,0 

(O‟Brien e McCully, 1981) por 10 minutos e motados em resina sintética Permount
®
. 

O explante no tempo zero também foi submetido ao processo descrito acima de 

modo a confirmar a ausência de gemas pré-existentes no mesmo. 

As observações e a obtenção das imagens foram realizadas em 

fotomicroscópio Olympus AX70 com sistema U-photo, câmera e microcomputador 

com o software Spot-Basic. 
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3. Resultados  

 

Aos 8 dias de cultivo (permanência no escuro total) observou-se intenso 

intumescimento dos explantes, sobretudo na extremidade proximal, independente do 

meio de cultivo testado (Figura 1B), e oxidação fenólica em ambas as extremidades 

dos explantes em contato com o meio (Figura 1C). Após esse período, respostas 

morfogênicas passaram a ser observadas até o final do cultivo, aproximadamente 32 

dias. Nas condições deste experimento, não se observou gradiente para a formação 

de raízes, calos e brotações em função da posição dos explantes na plântula de 

origem. 

 

3.1. Efeito dos meios de cultura nas respostas morfogênicas 

 

3.1.1. Formação de raízes 

 

A formação de raízes foi observada apenas no meio controle (tanto na 

presença quanto na ausência de AgNO3), se restringindo ao extremo proximal dos 

explantes e visualizada macroscopicamente a partir dos 15 dias de cultivo. A 

interação dupla, cultivar X AgNO3 (F= 0,0602, P= 100,0) não foi significativa a 5% 

de probabilidade. Apenas a adição ou não de AgNO3 proporcionou efeito 

significativo na formação de raízes (F= 106,1940, P= 0), sendo estudada 

isoladamente (Tabela 1b, anexo).  

O meio controle suplementado com 11,77 µM de AgNO3  possibilitou a 

formação de maior número de raízes por explante comparado ao meio controle sem 

adição de AgNO3 (em média, 0,56 e 0,14, respectivamente) (Figura 2). 

As raízes formadas apresentaram coloração bege claro e no geral, ao final dos 

32 dias de cultivo atingiram tamanho superior a 5 cm (Figuras 3A-B). 

 

3.1.2. Calogênese nos extremos proximal e distal  

 

Em ambos os cultivares a formação de calo nas extremidades proximal e 

distal foi observada em maior intensidade (calos visualmente maiores) nos explantes 

cultivados em meio de cultura suplementado com 2,22 µM de BAP e 2,27 µM de 

TDZ tanto na ausência quanto na presença de AgNO3, sendo que o meio controle 

proporcionou a formação de calos em menor intensidade.  
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Pôde-se observar de maneira geral que, a adição de AgNO3 proporcionou 

menor formação de calo (calos viasualmente menores) quando comparado à ausência 

do mesmo independente da concentração de fitorreguladores testada. 

Na ausência de AgNO3 os calos formados em meio controle apresentaram 

coloração verde claro e textura compacta. Nos meios suplementados com 2,22 µM de 

BAP ou com 2,27 µM de TDZ os calos formados também apresentaram textura 

compacta e coloração predominantemente verde claro, ressaltando que no meio 

acrescido com BAP houve também a formação de algumas regiões brancas de 

aspecto esponjoso (Figuras 4A, B, E, F). Já no meio acrescido da combinação de 

ambas as citocininas, o padrão de calejamento foi diferente. Os calos apresentaram 

textura compacta e coloração verde claro na região em contato com o meio porém, 

acima desta, observou-se intenso calejamento de coloração esbranquiçada e textura 

esponjosa que se estendeu por quase todo o explante (Figuras 4C, D)., havendo ainda 

a presença de algumas cavitações (fissuras) (Figura 4D) 

Na presença AgNO3 os calos tiveram padrão de resposta semelhantes, em 

ambos os cultivares, ressaltando que para o meio acrescido com BAP + TDZ não se 

observou a formação de calo de aspecto esponjoso ao longo do explante (Figuras 5A-

F).  

 

3.1.3. Formação de brotações 

 

A formação de  brotações se restringiu apenas ao extremo proximal e aos 

explantes cultivados em meio de cultura suplementados com citocinina e AgNO3 

(Figuras 5A-D e F). 

Em ambos os cultivares testados o meio suplementado com a combinação de 

BAP e TDZ  proporcionou a formação de um maior número médio de brotações (6,1 

e 7,4 para os cultivares Anão e Fava Larga, respectivamente). Para o cultivar Anão 

não se observou a formação das mesmas em meio acrescido de 2,27 µM de TDZ, 

sendo que para o Fava Larga esse meio proporcionou a formação de apenas 1,3 

brotações em média (Figura 6). 

3.2. Histologia 

 

As análises histológicas revelaram a ocorrência de diferenciação de 

meristema apical de parte aérea e de primórdios foliares (Figuras 14B-D). As 
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brotações se formaram indiretamente a partir de um tecido calogênico caracterizado 

por uma massa de células frouxamente organizadas  (Figua 14B). A diferenciação 

dessas gemas seguiu o padrão típico de organogênese apresentando a continuidade 

vascular com o tecido calogênico formado (Figura 14C).  

A Figura 14D  mostra o meristema apical de parte aérea com intensa divisão 

celular, apresentando células de tamanho pequeno, isodiamétricas, paredes delgadas, 

citoplasma denso e núcleo proeminente.  
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Figura 1. Resposta morfogênica de explantes do epicótilo de plântulas de Cajanus 

cajan L. germinadas in vitro. A – Epicótilo seccionado em 5 segmentos; 

B – Explante intumescido na extremidade proximal após 8 dias de cultivo 

independente do meio de cultura testado; C – Oxidação fenólica em 

ambas as extremidades do explante em contato com o meio de cultura. 

Barras = 5 mm (B e C); 20 mm (A). ep: extremidade proximal; ed: 

extremidade distal;  

 

 

Figura 2. Rizogênese na extremidade proximal de segmentos de epicótilo de C. 

cajan aos 32 dias de cultivo em meio controle na ausência (0 µM) e em 

adição (11,77 µM) de AgNO3. As médias seguidas de uma mesma letra 

não diferem entre si, pelo tete F a 5% de significância.  
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Figura 3. Rizogênese na extremidade proximal de segmentos de epicótilo de C. 

cajan L. cultivados em meio controle com adição de 11,77 µM de AgNO3 

após 32 dias de cultivo. A – Explantes do cv. Anão; B - Explantes do cv. 

Fava Larga. Barras = 15 mm. 

 

 

Figura 4. Calogênese nas extremidades proximal e distal de segmentos do epicótilo 

de Cajanus cajan L. cultivados em diferentes meios contendo citocinina e 

ausência de AgNO3 após 32 dias de cultivo. A, C e E – Explantes do cv. 

Anão inoculados em meio MS acrescido de 2,22 µM de BAP, 22,22 µM 

de BAP + 2,27 µM de TDZ e 2,27 µM de TDZ respectivamente; B, D e F 

– Explantes do cv. Fava Larga inoculados em meio MS acrescido de 2,22 

µM de BAP, 22,22 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ e 2,27 µM de TDZ 

respectivamente; A seta indica a formação de fissuras ao longo do 

explante (D). Barras = 5 mm. ep: extremidade proximal; ed: extremidade 

distal. 
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Figura 5. Calogênese em ambas as extremidades e organogênese na extremidade 

proximal de segmentos do epicótilo de Cajanus cajan L. cultivados em 

diferentes meios contendo citocinina e 11,77 µM  AgNO3 após 32 dias de 

cultivo. A, C e E – Explantes do cv. Anão inoculados em meio MS 

acrescido de 2,22 µM de BAP, 22,22 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ e 

2,27 µM de TDZ respectivamente; B, D e F – Explantes do cv. Fava 

Larga inoculados em meio MS acrescido de 2,22 µM de BAP, 22,22 µM 

de BAP + 2,27 µM de TDZ e 2,27 µM de TDZ respectivamente. Barras = 

5 mm. ep: extremidade proximal; ed: extremidade distal. 
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Figura 6. Formação de brotações na extremidade proximal de segmentos do 

epicótilo de C. cajan L. (cultivares Anão e Fava Larga)  cultivados em 

meio MS suplementado com citocinina e nitrato de prata. As barras 

verticais indicam os desvios padrões. 

 

 

Figura 7. Organogênese na extremidade proximal de segmentos do epicótilo de 

Cajanus cajan L. cv. Fava Larga cultivados em meio MS acrescido de 

22,22 µM de BAP + 2,27 µM de TDZ e 11,77 µM de AgNO3 após 32 

dias. A – Aspecto geral das brotações. B – Seção longitudinal. As setas 

indicam os primórdios foliares. C - Diferenciação das gemas seguindo um 

padrão típico de organogênese apresentando a continuidade vascular com 

o tecido calogênico formado. D - Detalhe do meristema apical de parte 

aérea com intensa divisão celular. As setas indicam a formação de 

tricomas. Barras = 3,0 mm (A); 200 µm (D); 300 µm (C); 400 µm (B). 

ma: meristema apical de parte aérea; cl: calo; tv: tecido vascular. 
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4. Discussão 

 

Após 32 dias de cultivo, observou-se formação de raízes apenas no 

tratamento controle (tanto na presença quanto na ausência de AgNO3), restrita ao 

extremo proximal dos explantes. Resultados semelhantes foram obtidos por 

Filismino (2005) ao cultivar segmentos de hipocótilo de maracujazeiro em meio 

desprovido de fitorreguladores, observando que somente o extremo proximal foi 

competente para o processo rizogênico em explantes cultivados nas orientações 

horizontal e vertical. Segundo o mesmo autor, a aplicação de citocininas parece 

desativar a polaridade fisiológica para a rizogênse, mas não para a calogênese nesse 

extremo, sugerindo que a adição de citocinina rompe a relação auxina:citocinina 

endógena favorável ao enraizamneto adventício, estando de acordo com o postulado 

de Skoog e Miller (1957). 

A adição de AgNO3 no tratamento controle, proporcionou a formação de 

maior número de raízes comparado à ausência deste. Resultados semelhantes foram 

obtidos por  Khalafalla e Hattori (2000) ao testarem o efeito do precursor do etileno 

(ACC) e de três inibidores (nitrato de prata, ácido salicílico e cloreto de cobalto) no 

enraizamento adventício de brotações de Vicia faba. Os autores observaram que o 

ACC inibiu a formação de raiz, e que, os inibidores do etileno proporcionaram a 

formação das mesmas, sendo que em concentraçõe apropriadas o AgNO3 promoveu 

aumento no número médio de raízes formadas por explante. 

No processo organogênico de berinjela (Solanum melongena L.) a 

incorporação de ACC no meio diminuiu a frequência de primórdios radiculares, 

sendo o contrário observado com a suplementação dos inibidores AVG (aminoetóxi-

vinil-glicina) e STS (tiossulfato de prata), onde um incremento na frequência de 

raízes foi induzido (Ribeiro 2006). 

Resultados contrastantes foram obtidos por Pan et al. (2002). A adição de 

etefon (5 x 10
-5

 M)  proporcionou efeito estimulatório no enraizamento adventício de 

hipocótilos de Vigna radiata. O efeito foi dependente do período em que os 

explantes permaneceram expostos ao etefon, sendo os tratamentos de 0-6 h e 18-24 h 

mais efetivos.  

Quanto ao processo de calogênese nos extremos proximal e distal dos 

explantes, todos os meios de cultura testados induziram a formação dos mesmos, mas 

diferenças quanto a intensidade de calejamento foram evidenciadas. O meio 
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contendo BAP (2,22 µM) associado com TDZ (2,27 µM) resultou na formação de 

calos visualmente maiores em ambas as extremidades quando comparado aos demais 

meios. Apesar da não suplementação com uma fonte de auxina, a formação de calo 

pode ser explicada possivelmente pela interação entre o balanço hormonal endógeno 

e exógeno. 

De fato, este resultado está de acordo com aquele apresentado por Hong et al. 

(2007), que obeservaram efeito sinergístico na indução de calos a partir de segmentos 

do epicótilo e hipocótilo de soja (Glycine max) quando cultivados em meio acrescido 

de citocininas. A combinação de BAP e TDZ possibilitou um maior percentual de 

explantes com formação de calo visivelmente maiores (maior intensidade de 

calejamento). Quando os explantes foram cultivados em  meio contendo apenas BAP 

ou TDZ, a formação de calo também foi observada, mas em menor intensidade. 

Epicótilos de Phaseolus angularis também mostraram-se responsivos à 

formação de calos no extremo basal da maioria dos explantes quando cultivados em 

meio contendo BAP e TDZ. A formação de calo também foi observada em meio 

desprovido de reguladores de crescimento, mas em menor intensidade e frequência 

quando comparado ao meios acrescido de ambas as citocininas (Mohamed et al., 

2006), o que está de acordo com o presente trabalho onde se observou formação de 

calos viasualmente menores em meio MSØ. 

Pôde-se observar que o extremo proximal se mostrou mais responsivo do que 

o distal em todos os meios testados, estando este resultado de acordo com os 

observados por García-Luis et al. (1999) em epicótilos de citrus, e por Filismino 

(2005) em hipocótilos de maracujazeiro. Estes autores afirmaram que a resposta 

morfogênica superior dada pelos explantes no extremo proximal pode estar 

relacionada com a interação entre a orientação do explante no meio de cultura e a 

polaridade fisiológica dos extremos nesses segmentos (balanço hormonal 

auxina:citocinina endógeno diferente em ambos os extremos). 

Em ambos os extremos, com a adição de AgNO3 a itensidade de calejamento 

neste trabalho foi visualmente menor comparada a ausência  de AgNO3, independente 

do tratamento, A menor formação de calo está de acordo com os resultados obtidos 

por Kumar et al. (1998b) que ao cultivarem explantes foliares de Albizia procera em 

meio de indução acrescido de 15 µM de AgNO3 observaram redução significativa na 

formação de calo; em alguns casos, a regeneração das brotações em meio com 

AgNO3 se deu de forma direta, sem a formação de  tecido calogênico. 
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A diminuição da frequência e tamanho dos calos em explantes de outras 

espécies como mandioca (Zhang et al., 2001) e pepino (Mohiuddin et al., 2005) 

também foi observada ao se adicionar AgNO3 no meio de cultivo, sendo  a 

concentração ótima de AgNO3 explante e cultivar dependentes. Estes resultados bem 

como os obtidos no presente trabalho, contrastam com aqueles obtidos por Adkins et 

al. (1993) no qual a adição de nitrato de prata no meio favoreceu o crescimento de 

calos de Oryza sativa L., enquanto o ACC promoveu decréscimo significativo. 

A formação de brotações adventícias no presente trabalho foi observada 

apenas nos meios de cultura acrescidos de citocinina e AgNO3, se restringindo ainda 

ao extremo proximal dos explantes. Na presença de AgNO3, o meio suplementado 

com as duas citocinas (2,22 µM de BAP e 2,27 µM de TDZ) proporcionou a 

formação de um maior número de brotações e em maior frequência, quando 

comparado aos demais. Resultados semelhantes quanto à formação de múltiplas 

brotações a partir da combinação de ambas citocinias BAP e TDZ  foram obtidos em 

trabalhos com outras espécies leguminosas, como em Glycine max (Franklin et al., 

2004), Vicia faba (Khalafalla e Hattori, 1999) e Vigna radiata (Amutha et al., 2003). 

O efeito sinergístico na promoção de maior número de brotações pode ser explicado 

pelo modelo proposto por Nielsen et al. (1995). De acordo com esses autores as 

citocininas BAP e TDZ podem se ligar a uma proteína receptora (CBP, “Cytokinin-

binding protein”) que possui dois sítios de ligação. Em um desses sítios se liga as 

citocininas derivadas de adenina (BAP) e no outro, aquelas derivadas de feniluréias 

(TDZ). Por esta razão, a combinação de ambas é capaz de proporcionar a formação 

de maior número de brotações, devido possivelmente à ativação dos dois sítios da 

proteína receptora.  

Nos trabalhos citados anteriormente (Khalafalla e Hattori, 1999; Amutha et 

al., 2003; Franklin et al., 2004), não houve a necessidade de adição de AgNO3 para a 

formação das brotações, contrastando com os resultados obtidos no presente estudo, 

onde a formação das mesmas se deu apenas na presença desse inibidor do etileno. 

Esse resultado confronta também com aqueles obtidos por Mohamed et al. (2006), 

onde segmentos de epicótilo de Phaseolus angularis foram capazes de formar 

brotações em meio acrescido de BAP ou TDZ em ambas as extremidades, sendo que 

no extremo apical esta se deu em uma maior frequência e de forma direta. Em ambos 

os trabalhos, também não houve a necessidade de adição de nitrato de prata para a 

formação das brotações. 
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A não formação de brotações nos explantes cultivados em meio com 

citocininas desprovido de AgNO3, pode ser atribuída ao estresse causado nos 

explantes durante o preparo dos mesmos, levando à produção de etileno nas placas, o 

qual inibiu completamente a regeneração dos explantes, visto que na presença de 

AgNO3 a regeneração foi observada. O tipo de vedação utilizada no presente trabalho 

também pode ter influenciado de sobremaneira no processo de regeneração. A baixa 

troca de ar entre o ambiente externo e interno possibilitou possivelmente o acúmulo 

de compostos gasosos no ambiente in vitro. Aliado a isso, a adição de citocininas no 

meio de cultivo provavelmente cotribuiu para um aumento na produção de etileno, 

uma vez que a suplementação com citocininas sintéticas pode aumentar a produção 

deste hormônio (Ferrante e Francini, 2006) sendo o TDZ considerado o mais 

importante visto que sua habilidade em estimular a produção deste gás é usada para 

induzir a desfolha em algodão facilitando a colheita (Mok et al., 1982). 

O efeito positivo da adição de AgNO3 na regeneração de brotações 

adventícias já foi relatado para várias espécies de Cruciferae (Chi et al., 1990 e 1991; 

Mukhopadhyay et al., 1992; Palmer, 1992; Eapen e George, 1997); em Albizi 

procera (Kumar et al., 1998b); Cucumis sativus L. (Mohiuddin et al., 1997 e 2005); 

Helianthus annuus (Khalid et al., 1991); Hordeum vulgare L. (Jha et al., 2007); 

Manihot esculenta Crantz (Zhang et al., 2001); e Punica granatum L. (Naik e Chand, 

2003). 

Nos processos de organogênese de algumas leguminosas, a adição de AgNO3 

promoveu resultados semelhantes quanto à indução de brotações. Pestana et al. 

(1999), ao cultivarem explantes foliares de amendoim (Arachis hypogaea L.) em 

meio de indução acrescido com diferentes concentrações de AgNO3 (1-10 µM), 

observaram maior proliferação de brotações quando comparado ao meio sem a 

adição deste inibidor. O efeito positivo do AgNO3 na indução de brotações 

adventícias também foi observado em Glycine max (Wang e Xu, 2008) e Vigna 

unguiculata L. (Brar et al., 1999).   

Respostas divergentes foram observadas por Chandra et al. (1997), onde o 

etileno estimulou a diferenciação de brotações em cotilédones de Cicer arietinum L., 

mas inibiu o processo em epicótilo. 

Os resultados mostrados em relação à indução de brotações em meio 

acrescido de fitorreguladores e AgNO3 diferem efetivamente daqueles apresentados 

por (Lin et al., 1997), onde a adição de nitrato de prata (30-120 µM) no meio de 
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indução não proporcionou aumento na regeneração de brotações em Alstroemeria L. 

Os autores relataram ainda que em concentrações elevadas de nitrato de prata (60 e 

120 µM) a frequência de regeneração foi significativamente diminuída.  

Diante do exposto, pode-se concluir que os efeitos do etileno variam 

marcadamente entre as espécies, podendo ser explicado por diferenças nas condições 

experimentais, genótipo e diferentes tipos de explantes utilizados. 

O fato das brotações terem sido formadas apenas no extremo basal e na 

presença de AgNO3 podem ser considerado mais um reflexo da inibição da ação do 

etileno por este composto. Sabe-se que o etileno pode degradar bem como reduzir a 

síntese e o transporte da auxina (Riov e Goren, 1979; Taiz e Zeiger, 2004; Pedersen 

et al., 2006), assim, com a adição de AgNO3 a ação dele provavelmente foi impedida 

o que de certo modo pode ter permitido o transporte polar da auxina endógena para a 

base do explante onde a regeneração ocorreu. Esta observação está de acordo com as 

encontradas por Palmer et al. (1992) onde a regeneração de brotações foi observada 

apenas na base do pecíolo de folhas cotiledonares de Brassica campestris quando 

cultivadas em meio acrescido com AgNO3. 

As análises histológicas realizadas revelaram a origem adventícia das gemas a 

partir de um tecido calogênico, o que caracteriza o processo de organogênese 

indireta.  García-Luis et al. (1999) e Saini e Jaiwal (2002) obtiveram resultados 

semelhantes ao cultivarem segmento de epicótilo de citrus e  Vigna mungo 

respectivamente, na posição horizontal. Esses autores relataram que a formação de 

brotações no extremo basal dos explantes ocorreu de forma indireta e que estas 

apresentaram conexão vascular com o tecido calogênico.  

Embora a adição de precursores bem como a mensuração dos níveis de 

etileno não tenham sido realizados, as respostas obtidas no presente estudo podem 

estar relacionadas ao efeito deste hormônio.  

Desse modo, sugere-se a utilização de outras concentrações de AgNO3 bem 

como a de outros inibidores da ação ou até mesmo da biossíntese do etileno, podendo 

assim contribuir de maneira efetiva para o processo de regeneração de epicótilos de 

guandu cvs. Anão e Fava Larga. Novos estudos com intuito de monitorar possível 

acúmulo de etileno bem como a busca de alternativas no sentido de se evitar os 

efeitos deste acúmulo fazem-se necessários. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

Nas condições experimentais em que os trabalhos foram conduzidos, os 

resultados obtidos permitem as seguintes conclusões: 

 

- Eixos embrionários podem ser considerados promissores como fonte de explantes 

ao processo de organogênese direta de guandu cvs. Anão e Fava Larga quando 

cultivados em meio MS acrescido das citocininas BAP e TDZ. 

 

- A utilização combinada de BAP e TDZ possibilitou efeito sinergístico na indução 

de brotações adventícias a partir de eixos embrionários decapitados. Estas 

apresentaram tamanho muito reduzido devido possivelmente a um efeito tóxico.  

 

- As brotações induzidas a partir de eixos embrionários cultivados em meio MS 

suplementado apenas com BAP ou TDZ apresentaram folhas mais expandidas e 

aspecto vigoroso. 

 

- A adição combinada de BAP, TDZ e  AgNO3 em meio MS proporcionou a 

formação de múltiplas brotações adventícias via organogênese indireta a partir de 

segmentos de epicótilo de plântulas de guandu cvs. Anão e Fava Larga. 

 

- A utilização de AgNO3 se faz necessário para a indução de brotações adventícias a 

partir de segmentos de epicótilo de plântulas de guandu cvs. Anão e Fava Larga. 

 

O presente trabalho gerou informações relevantes para o desenvolvimento de 

um protocolo eficiente de regeneração de guandu cvs. comerciais Anão e Fava Larga 

via organogênese a partir de eixos embrionários decapitados e segmentos de 

epicótilo. Os dados aqui apresentados servirão de base para a realização de novos 

estudos com intuito de se aperfeiçoar a eficiência de regeneração in vitro de guandu, 

bem como as fases de alongamento e aclimatização ex vitro.  
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ANEXO 

 

Tabela 1a. Resumo da análise de variância do número de raízes formadas no extremo 

proximal dos explantes cultivados em meio controle. 

F.V. G.L. 
S.Q. Q.M. F 

Raiz 

 
Cultivares 1 0,0063 0,0063 0,2278

ns
 

Resíduo 8 0,2194 0,0274 

 

     Média 0,7083 

   CV (%) 23,3818 

   ns 
Não significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F. 

 

Tabela 1b. Resumo da análise de variância do número de raízes formadas no extremo 

proximal dos explantes cultivados em meio controle com adição ou não de 

nitrato de prata (AgNO3). 

F.V. G.L. 
S.Q. Q.M. F 

 N° de raiz   

Cultivar 1 0,160 0,160 0,9632
ns

 

AgNO3 1 1,7640 1,7640 106,1940
*
 

Cultivar X AgNO3 1 0,0010 0,0010 0,0602
ns

 

Resíduo 36 0,5980 0,0170 

           

Média 0,345 

   
CV (%) 37,558       

*
Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F. 

ns 
Não significativo a 5% de probabilidade, pelo teste  F. 

 

Tabela 2. Resumo da análise de variância do número de brotações (atribuídas em notas de 0 

a 3) formadas no extremo distal dos explantes cultivados em meio MS com 

suplemento de BAP e/ou TDZ. 

F.V. G.L. 
S.Q. Q.M. F 

Brotação Brotação   

Cultivares 1 0,3284 0,3284 8,7874
ns

 

Meios de cultivo 5 9,1768 1,8354 49,1163
*
 

Cultivares X Meios de cultivo 5 0,1780 0,0356 0,9524
ns

 

Resíduo 48 1,7936 0,0374 

           

Média 0,6988 

   CV (%) 27,6627       
*
Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F. 

ns 
Não significativo a 5% de probabilidade, pelo testet F. 
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