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RESUMO

ANDRADE, Ana Paula de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2009. Organogénese in vitro em feijdo guandu (Cajanus cajan (L.)
Millsp.). Orientador: Sérgio Herminio 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 inducgéo de brotagdes adventicias de feijao guandu (cultivares “Ando”

e “Fava Larga”) a partir de embrides zig6ticos e segmentos de epicotilo de plantulas

germinadas in vitro. Na inducédo de brotacfes a partir de eixos embrionarios, ao final

de 30 dias de cultivo foram avaliados o percentual de calejamento, o nimero de
raizes e brotacGes formadas em ambas as extremidades (proximal e distal) bem como

a presenca de contaminacdo e de explantes sem reposta. A formacdo de raizes se

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

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

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

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

cultura suplementado com a combinagdo de BAP e TDZ nas concentracGes de 4,44

UM e 2,27 UM respectivamente, possibilitou a formacdo de maior nimero de

brotacdes por explante na extremidade distal, mas essas apresentaram tamanho

reduzido. Apesar de haver formacdo de menor nimero de brotacGes nos explantes
cultivados em meios acrescidos de apenas BAP (2,22 uM) ou TDZ (2,27 uM), essas

apresentaram folhas mais expandidas e aspecto vigoroso. Na inducéo de brotagdes a

partir de segmentos de epicoétilo obtidos assepticamente de plantulas com 7 dias de

idade, avaliou-se ao final de 32 dias de cultivo o numero de raizes e de brotacfes
formadas em ambas as extremidades. A intensidade, coloragéo e textura dos calos

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



raizes foi observada no extremo basal dos explantes cultivados em meio MS@ sendo
que, na presenca de AgNO3 observou-se a formacao de maior nimero de raizes por
explante comparado ao meio controle sem AgNO3;. Em ambos os cultivares e em
ambas as extremidades dos explantes, 0 meio acrescido da combinacdo das duas
citocininas (2,22 uM de BAP e 2,27 uM de TDZ) possibilitou a formacgéo de calos
visualmente maiores, sendo que na presenca de AgNO; a formacdo de calo foi
menor. As brotacfes se restringiram ao extremo basal dos explantes cultivados em
meio acrescido de citocininas e AgNQOgs, sendo que esta combinacdo possibilitou a
formacdo de maior nimero de brotacdes. Secdes histologicas revelaram a origem
adventicia das brotagcfes via organogénese direta nos explantes embrionérios e via
indireta nos explantes do epicotilo. Conclui-se que a utilizacdo do eixo embrionario,
segmentos de epicétilo e das citocininas BAP e TDZ na inducdo de brotacdes
adventicias de feijdo guandu cvs. “Anao” e “Fava Larga” é promissora; a utilizacdo
de AgNOj; se faz necessario para a inducdo de brotagdes a partir de segmentos de
epicotilo; e embora a adicdo de precursores bem como a mensuracdo dos niveis de
etileno ndo tenham sido realizados, as respostas obtidas no presente estudo podem
estar relacionadas ao efeito deste hormonio. Os resultados obtidos neste trabalho
fornecem subsideos a estudos complementares, necessarios para o aperfeicoamento
da eficiéncia de regeneracdo in vitro de feijdo guandu, bem como das fases de

alongamento e aclimatizacédo ex vitro.



ABSTRACT

ANDRADE, Ana Paula de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2009. In vitro organogenesis in the pigeon pea (Cajanus cajan (L.) Millsp.).
Adviser: Sérgio Herminio 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 "Ando" 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 MS@
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 4.44uM and 2.27uM 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 (2.22uM) or TDZ (2.27uM), 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° 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 MS@ medium,

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

Xi



the control medium without AgNOs. In both cultivars and both ends of the explants,
the medium added with combination of two cytokinins (2.22uM BAP and 2.27uM
TDZ) made possible the formation of callus that were visually higher, but at the
presence of AgNO;3 occurred lower callus formation. The shoot were restricted to
basal end of the explants cultured in the medium added with cytokinins and AgNOs3,
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 "Ando" and "Fava
Larga") is promising; the use of AgNOg 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. Introducéo Geral

A ferrugem asiatica da soja € uma doenca policiclica causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi, e nos ultimos anos disseminou-se por ampla &rea de
exploragdo desta cultura na América do Sul ocasionando grandes prejuizos (Yorinori
et al., 2005). Além da soja, P. pachyrhizi é capaz de infectar mais de 90 espécies e
pelo menos 43 géneros (Yeh et al.,, 1982). A utilizacdo de variedades de soja
resistentes seria a medida de controle mais desejavel, todavia, isto tem sido
dificultado devido a variabilidade genética do fungo e pela auséncia de fontes de
resisténcia de amplo espectro (Stokstad, 2004).

Recentemente, foi relatada a suscetibilidade do feijdo guandu a P. pachyrhizi
e, diferentemente do que é verificado na soja, foram identificados genétipos de
guandu imunes ao isolado deste fungo (Nogueira, 2007).

A possibilidade da utilizacdo do feijdo guandu (Cajanus cajan L.) como
"planta-modelo™ em estudos que busquem elucidar mecanismos de resisténcia de
plantas a ferrugem asiatica da soja é de grande valor, podendo o feijao guandu servir
como importante fonte alternativa de genes de resisténcia a P. pachyrhizi. Tal
alternativa é exequivel por meio da transformacdo genética da soja com o0s genes de
resisténcia do guandu. Esta transferéncia intergenérica é possivel desde que o0s
géneros sejam taxonomicamente relacionados (Tai et al., 1999). Os géneros Vigna,
Phaseolus e Cajanus pertencentes a sub-familia Papilionoidae sdo os mais proximos
de Glycine (Choi et al., 2004), tornando possivel esta transferéncia, uma vez que
tem-se observado em outros patossistemas, que 0s genes R sdo 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 resisténcia. Apos a clonagem da regido gendmica que contém o gene R,
uma etapa fundamental € a andlise dos genes candidatos por meio da transformacéo
genética. Assim, a disponibilidade de um sistma de trasnformacdo genética para
guandu é pré-requisito para a clonagem de genes nesta planta.

Para tanto uma das ferramentas que pode contribuir grandemente para esses
avancos é a transformac&o genética do feijdo guandu.

O processo de transformacao genética apresenta como potenciais de aplicacdo
0 melhoramento genético, bem como o de pesquisa basica, permitindo o estudo da



funcéo e regulacdo da expressao génica (Birch, 1997; Prescott et al, 1998; Newell,
2000). Um dos pré-requisitos para a transformacéo genética é o estabelecimento de
um protocolo reproduzivel e aplicavel de regeneracdo in vitro, bem como de
aclimatizacdo e producdo das mudas em ambiente ex vitro. Dai a importancia da
cultura de tecidos, uma vez que o sucesso de programas de transformacéo estavel de
genes depende da capacidade de regeneracdo da espécie em estudo (Ferreira et al.,
1998). Assim, o estabelecimento de um protocolo de regeneracdo in vitro de
cultivares de feijdo guandu suscetiveis a P. pachyrhizi se faz necessario, pois, uma
vez estabelecido, possibilitard o estudo funcional de genes candidatos que conferem
resisténcia a ferrugem asiatica da soja.

A transformacdo genética de espécies leguminosas em geral tem sido
dificultada uma vez que elas sdo 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 regeneracao.

A recalcitrancia corresponde a incapacidade de células vegetais, tecidos e
orgdos de responder ao cultivo in vitro, e ela pode ocorrer em todos os estadios de
um regime de cultivo. A resposta obtida ao se cultivar um material in vitro, €
influenciada por trés fatores principais: 1) o estado fisiolégico do material doador de
explante; 2) manipulacdes in vitro, como composicdo do meio basal (compostos
organicos e inorganicos), presenca de fitorreguladores, tipo de agente gelificante, pH,
e outros fatores fisicos tais como qualidade da luz, fotoperiodo e temperatura; e 3)
estresse fisioldgico apresentado pelo explante quando cultivado em condigdes in
vitro, como por exemplo, a oxidacdo (Benson 2000).

Outra limitacdo aliada ao cultivo in vitro de feijdo guandu diz respeito ao
gendtipo com o qual se deseja trabalhar, podendo-se dizer que a cultura de tecidos é
genotipo-dependente. As respostas obtidas por diversos autores variaram também em
fungéo 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 feijdo guandu.



2. Revisao de Literatura

2.1. Feijdo guandu

O feijdo guandu (Cajanus cajan L.) Millspaugh (2n = 2x = 22), leguminosa
forrageira, pertence a familia Fabaceae (anteriormente denominada Leguminosae),
subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae e a subtribo Cajaninae (Cronquist,
1981). E uma das principais leguminosas cultivadas nos trépicos e subtrépicos, sendo
extensivamente plantada na india e em varios paises da Asia, Africa e América
Latina (Ratnaparkhe e Gupta, 2007). No ano de 2007 a india foi responsavel por uma
produgdo mundial de 2,5 milhGes de toneladas de gréos, apresentando uma area
plantada de aproximadamente 3,5 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2008). Essa
espécie tem como centro de origem e diversidade genética a India, onde foi
domesticada a cerca de 1500 anos a.C. Possui 0s seguintes nomes comuns: Guandul,
poroto guandul, poroto paraguayo, sachacafé, falso café, arveja (Argentina); feijao
guandu (Brasil); quinchoncho (Venezuela); frijol de arbol (México); Cumandai
(Paraguai); red gram, tur, arhar, dahl (india); catjang, kachang (Asia); pigeon pea
(Australia); pigeon pea, angola pea (Reino Unido); e puerto rican bean, pigeon pea
(Hawaii) (Fuller e Harvery, 2006).

As plantas sdo perenes, eretas, arbustivas e diferem amplamente entre si
principalmente quanto ao ciclo de desenvolvimento, a altura maxima alcancada pela
planta, ao potencial produtivo de fitomassa e de gréos, e a coloracao da flor, vagem e
sementes (Houérou, 2007; Souza et al., 2007).

Com ramos de coloracédo verde ou parpura, todas apresentam caule lenhoso e
cilindrico. As folhas sdo trifolioladas, e com foliolos lanceolados ou elipticos, de 4 a
10 cm de comprimento e 3 cm de largura, recobertos por pubescéncia 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 raizes finas secundérias, localizadas nos 30 cm da
camada superior do solo, apresentam nddulos de bactérias simbiontes (Souza et al.,
2007).

As flores sdo de coloracdo amarelo ou amarelo-alaranjado, podendo
apresentar tracos (estrias) parpuras ou avermelhadas. S&o ainda hermafroditas,
podendo variar de 1,5 a 1,8 cm de comprimento distribuidas ao longo do ramo ou

concentradas em racemos terminais (com 5 a 10 flores), caracterizando assim a



inflorescéncia. As vagens sdo indeiscentes e possuem formato oblongo achatado e
terminam em um pequeno bico na extremidade, podendo alcancar 8 cm de
comprimento e 1,4 cm de largura. Quando maduras, as vagens possuem coloragédo
marrom, palha, parpura ou verde salpicada de marrom, e podem conter de 2 a 9
sementes. As sementes sdo de formato aproximadamente redondo, lisas, com 4 a 8
mm de didmetro, e possuem cor verde ou purpura quando imaturas; quando maduras,
apresentam coloracdo que vai de branco, amarelo, castanho a preto, podendo ainda
ser salpicadas de marrom ou puarpura dependendo do cultivar (Houérou, 2007; Souza
et al., 2007).

A morfologia floral é do tipo cleistogamico, tipico de plantas autofecundadas,
sendo assim, o sistema reprodutivo do guandu predominantemente autdgamo.
Embora a biologia floral da espécie favoreca a autopolinizacdo, altas taxas de
polinizagdo cruzada podem ocorrer naturalmente como resultado da combinacéo de
alguns fatores. Saxena et al. (1990) atribuem a essa ocorréncia o tipo e eficiéncia da
populacdo local de insetos, a proximidade de plantas de diferentes genotipos, habito
de florescimento, distancia do campo de producdo de sementes, velocidade e direcédo
predominante dos ventos na regido, dentre outros.

Entre as leguminosas, o guandu ocupa mundialmente o sexto lugar em
importancia alimentar e agricola em funcéo da grande variedade, além da capacidade
de produzir grandes colheitas de sementes ricas em proteinas mesmo em solo de
baixa fertilidade (Souza et al., 2007). De acordo com a literatura a producédo de graos
pode variar de 500 a 1500 Kg/ha, podendo alcancar 3 t/ha, dependendo da variedade,
do sistema de cultivo e época de semeadura. O teor protéico dos grdos varia de 12,4 a
29,7%, com média de 21,2% sendo considerado como excelente para a alimentagédo
humana (graos secos ou verdes, e vagens), constituindo fracdo importante da dieta de
populacdes da india, Bahamas, Porto Rico, Trinidad e Tobago e Panama
(Remanandan, 1990, citado por Santos et al., 1999).

A cultura foi introduzida no Brasil possivelmente por escravos, e por sua
tolerdncia a condicBes adversas como estresse hidrico e a capacidade de crescer em
solos pobres, possibilitaram que seu cultivo se difundisse pelo pais. No Brasil é
frequentemente cultivada em associa¢do com outras culturas em areas de agricultura
de subsisténcia de regides semi-aridas, sendo utilizada na alimentagdo animal e

humana (Souza et al., 2007).



De acordo com Udedibie e Igwe (1989), citados por Godoy et al. (1997), o
guandu possui extraordinaria capacidade de producdo de forragem, nas formas de
banco de proteinas, de feno, silagem, pastejo direto e de grdos. Pode ser ainda
empregado como adubo verde, tanto em rotacdo quanto em associacdo com outras
culturas. Alguns cultivares de guandu pode produzir mais de 30 t/ha/ano de matéria
verde (caule, ramos e folhas) sob condic¢des favoraveis de clima e solo (Souza et al.,
2007). A caracteristica apresentada pelo guandu, de crescer em periodos adversos
que limitam o crescimento de outras forrageiras, constitui-se em valiosa alternativa
para a obtencdo de alimentos de boa qualidade e reducdo de custos com colheita e
armazenamento de forragem no periodo de entressafra (Rao et al., 2002).

O guandu também ¢ citado como “melhorador de solos”, dado a sua
capacidade de acessar fosfatos insoliveis em solos com baixo teor de fosforo,
aumentando assim a disponibilidade de fésforo sollvel para outras culturas que nao
tém essa capacidade de extracdo. E ainda capaz de assimilar mais nitrogénio por
unidade de biomassa vegetal do que muitas outras leguminosas, podendo formar
associacdo simbibntica com bactérias do género Rhizobium. Esta simbiose ocorre
nos nodulos localizados nas raizes, onde ha uma relacdo de troca na qual a planta
fornece energia para a bactéria e recebe amonia produzida pelo Rhizobium a partir da
fixacdo do nitrogénio atmosférico (Nene e Sheila, 1990; Ratnaparkhe e Gupta, 2007).
Além do mais, possui um vigoroso sistema radicular, profundo e ramificado, que
possibilita 0 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 feijdo guandu na restauracdo
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 éarea basal e altura média das
plantas.

No que diz respeito ao ataque de pragas e doencas, diversas espécies de
lagartas, que atacam flores, vagens e sementes em desenvolvimento, representam
uma ameaca frequente as culturas de guandu, mesmo nao sendo pragas exclusivas da
cultura. Ratnaparkhe e Gupta (2007) ddo destaque a duas principais pragas que
atacam a espécie, causando grandes perdas anuais. Uma delas pertencente ao género
Helicoverpa (espécie H. armigera), que ataca vagens e flores, e é comumente

encontrada nos tropicos e sub-tropicos da Asia. A outra diz respeito & espécie



Melanagromyza obtuse M., um diptero que ataca as sementes, sendo uma praga
também restrita ao continente asiatico. Souza et al. (2007) também citam algumas
espécies do género Helicoverpa, tais como H. virescens (lagarta-da-maca) 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 importancia € constituido pelos insetos que
perfuram as sementes, espécies de gorgulho e caruncho pertencentes a familia
Bruchidae. De acordo com estes mesmos autores, algumas cultivares sdo também
susceptiveis a fungos do solo, como Fusarium spp., principalmente no inicio do
desenvolvimento das plantas. Salientam ainda, que no Brasil ndo h& produtos
registrados no Ministério da Agricultura, da Pecuaria e do Abastecimento para o
controle dessas pragas e patdgenos.

Rosa (2006) afirma que a baixa produtividade da cultura pode ser devida a
diversos fatores, dentre eles a ocorréncia de doengas, e que a podriddo 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 gendtipos de guandu imunes e outros suscetiveis a um isolado monopustular
de Phakopsora pachyrhizi, fungo causador da ferrugem asiatica da soja. Dentre 0s
gendtipos suscetiveis, dois correspondem a cultivares dos quais sdo encontradas

sementes comerciais no Brasil.

2.2. Ferrugem Asiética da Soja

A ferrugem asiatica da soja, causada por Phakopsora pachyrhizi é a principal
doenca fangica da cultura da soja no Brasil tendo sua importancia aumentada nos
ultimos anos em funcgdo de sua introducdo nas principais areas de cultivo da soja no
mundo e pela falta de variedades resistentes (Hartman et al., 2005).

A primeira constatagdo da ferrugem asiatica em lavouras de soja no Brasil
ocorreu na safra 2001/02 e rapidamente se espalhou pelas principais regides
produtoras, dada a eficiente disseminagdo do patdgeno pelo vento. Desde entdo o
fungo se dispersou pela América do Sul sendo relatado em 2003 na Bolivia, e na
Argentina, Uruguai e Coldmbia, no ano de 2004. No mesmo ano de 2004, o fungo foi

constatado em lavouras de soja nos Estados Unidos (Schneider et al., 2005).



P. pachyrhizi é um fungo biotréfico pertencente ao filo Basidiomycota, classe
Urediniomycetes, ordem Uredilnales, familia Phakopsoraceae, e ocorre no
Hemisfério Leste desde 1902, sendo considerado um fungo patogénico altamente
agressivo. Esse fungo causou danos na ordem de 10-14% na Tailéndia, 10-90% na
india, 10-50% no sul da China, 23-90% em Taiwan e 40% no Jap&o (Sinclair e
Hartman, 1999).

As perdas em graos provocadas pela doenca no Brasil na safra de 2007/08
somaram o equivalente a 418,5 mil toneladas o que representa um prejuizo de US$
204,5 milhdes. A média nacional de aplicacdes de fungicidas para o controle da
ferrugem asiatica e das demais doengas neste periodo foi estimada em 2,2
aplicacdes/ha, sendo o valor médio de cada aplicacdo de US$ 43/ha totalizando um
custo de US$ 1,97 bilhdo para o controle da ferrugem asiatica (Godoy, 2008).

O processo de infeccdo empregado por P. pachyrhizi se inicia com a
disseminacdo dos esporos que foram produzidos nas plantas que serviram como
hospedeiras na entressafra. Os esporos sao disseminados pelo vento e se depositam
sobre as folhas das plantas de soja. Caso as condicGes estejam favoraveis,
temperatura entre 18°C e 26°C e molhamento foliar os esporos germinam (formacéo
do apressorio) e o fungo penetra o tecido diretamente através da cuticula e comeca a
colonizar os tecidos da folha. Aos oito dias ap0s a penetracdo, € possivel visualizar
as urédias, principalmente na face abaxial das folhas e finalmente a liberacdo de
novos esporos (ureddsporos). Plantas severamente infectadas apresentam como
sintoma a desfolha precoce, o que compromete a formacéo e o enchimento de vagens
bem como o peso final dos grdos (Yang et al., 1991).

A utilizacdo de variedades de soja resistentes ao fungo causador da ferrugem
asiatica seria a medida de controle mais desejavel. Contudo, o desenvolvimento de
cultivares resistentes tem sido dificultado pela variabilidade genética do fungo e pela
auséncia de fontes de resisténcia de amplo espectro (Stokstad, 2004). Quatro genes
de resisténcia ja foram descritos (Rppl a Rpp4), todavia, isolados capazes de
suplanta-los ja sdo conhecidos (Hartman et al., 2005). Estes mesmos autores afirmam
que nenhum material com nivel de resisténcia adequada ao patogeno 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 auséncia de cultivares resistentes, medidas de manejo como a

utilizacdo de cultivares de ciclo precoce e semeaduras na época recomendada, o



monitoramento constante da lavoura associado ao controle quimico com fungicidas

tém sido recomendadas com intuito de diminuir os danos causados pela doenga.

2.3. Organogénese in vitro de feijdo guandu

Uma das possiveis formas de regeneracdo in vitro € a organogénese, processo
pelo qual tecidos vegetais produzem 6rgédos adventicios unipolares. A organogénese
pode ocorrer diretamente a partir de células do explante de origem ou indiretamente,
sobre uma massa de células ndo organizadas, denominada de calo (Thorpe et al.,
1991; Bonga e Von Aderkas, 1992; Burritt e Leung, 1996; Gahan e George, 2008).

O processo de organogénese € considerado complexo, e de acordo com
Sugiyama (1999) depende da acdo de reguladores de crescimento exdgenos, em
particular citocininas e auxinas, como também da habilidade do tecido em responder
as mudancas hormonais durante o periodo de cultivo.

As citocininas sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal
sendo também, de grande importancia para as manipulacfes de células e tecidos
vegetais in vitro (Mok et al., 2000). Atribui-se a essa classe de fitoreguladores um
amplo espectro de atividades fisioldgicas: sdo requeridas em processos que envolvem
a divisdo celular; a morfogénese in vitro; a proliferacdo e crescimento de gemas
axilares impedindo a dominancia apical; a expansdo foliar entre outras (As
citocininas comumente usadas na cultura de tecidos s&o BAP, TDZ, cinetina, 2-iP e
zeatina, sendo as duas ultimas 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, estdo envolvidas nos processo de divisdo e
alongamento celular, bem como na sintese de parede, promovendo ainda o
crescimento de calos, principalmente em combinagdo com citocininas. A principal
auxina natural é o AlA, e as auxinas sintéticas mais utilizadas s&o 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 ndo estd em um estagio responsivo, esse nao ird responder
adequadamente aos reguladores de crescimento exdgenos, ndo importando em quais
concentracdes e combinacdes eles sdo utilizados (Coenen e Lomax, 1997).

Em geral trés fases sdo reconhecidas no processo de organogénese. Na

primeira fase, as células do explante adquirem competéncia organogénica, a qual é



definida como a habilidade das células a responderem a sinais hormonais. As células
competentes sdo canalizadas e determinadas para a formacdo de érgdos especificos
em resposta aos fitorreguladores exdgenos caracterizando assim a segunda fase. E
por fim, a terceira fase, que corresponde ao crescimento e expressao desse potencial
na formacdo de 6rgédos propriamente ditos (Sugiyama, 1999; Ziv 1999).

O sistema de regeneragdo in vitro via organogénese em feijao guandu tem
sido estudado por diversos autores, com 0 objetivo de se obter protocolos
reproduziveis que possibilitem a transformacdo genética da espécie e, por seguinte, a
obtencdo de cultivares resistentes, principalmente a insetos que causam perdas
significantes na producéo dos gréos.

George e Eapen (1994) estudaram a regeneracdo de plantas de guandu via
organogénese a partir de diversos explantes como cotilédones e eixos embrionarios
imaturos, folhas primérias, segmentos caulinares e raiz, obtidos de plantulas
germinadas in vitro. Os explantes foram cultivados em meio MS (Murashige e
Skoog, 1962) com BAP (4,4 ou 22,2 uM) e AIA (0,6 uM). Houve formacdo de
brotacdes de forma indireta somente a partir de explantes foliares e em ambas as
concentracdes de BAP utilizadas em combinagcdo com AIA. Nos demais explantes
ndo houve a formacdo de brotagdes ou houve formacgdo apenas de protuberancias,
mas que ndo se desenvolveram mesmo apds serem transferidas para o meio de
mesma composicao inicial.

Um método de regeneracdo de novo via organogénese de cultivares de
guandu foi obtido por Mohan e Krishnamurthy (1998), utilizando-se segmentos
cotiledonares distais de sementes maduras como explante. Um grande ndmero de
brotacdes foi induzido diretamente a partir dos explantes de ambos os cultivares
quando cultivados em seis diferentes meios basais adicionados de 22,2 uM de BAP,
2,3 UM de cinetina e 271 pM de sulfato de adenina, ap6s 3-4 semanas de cultivo. As
brotagdes se desenvolveram quando transferidas para 0 mesmo meio basal, mas com
a concentracao de citocininas e de sulfato de adenina reduzida a décima parte.

Segmentos foliares (0,5 mm) de cultivares de guandu foram cultivados em
meio MS suplementado com TDZ combinado ou ndo com AlA. Apoés 25 dias de
cultivo os explantes foram transferidos para novo meio de mesma composi¢do, mas
com a concentracdo de TDZ reduzida a metade. Ao final de 50 dias de cultivo as

brotacfes tornaram-se distintas, com elevada freqliéncia brotacdes regeneradas nos



tratamentos correspondentes ao meio MS suplementado apenas com TDZ; a presenga
de AIA ndo alterou o numero médio de brotacGes por cultura. (Eapen et al. 1998).

A regeneracdo de plantas viaveis também foi obtida a partir de eixos
embrionarios maduros de guandu (Franklin et al., 2000). O meio de inducdo utilizado
foi composto por sais MS e vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), suplementado com
diferentes concentracdes de BAP e ANA. Os explantes também foram submetidos a
3 diferentes condicgdes de luz (escuro total, fotoperiodo de 16 h de luz e 8 h de escuro
e luz continua). A concentracdo de 8,86 uM de BAP combinada com 1,07 uM de
ANA mostrou ser 6tima, produzindo maior nimero de brotac6es por explante e que a
condigdo de escuro total foi ideal para a formacdo das mesmas, sendo que na
condicdo de luz continua ndo houve formacdo de brotacdo mesmo apds 150 dias de
cultivo.

Lawrence et al. (2001) também obtiveram sucesso na frequéncia de
regeneracdo de brotacOes via organogénese a partir de eixos embrionarios maduros e
segmentos foliares de plantulas germinadas in vitro, ao utilizarem meio MS
acrescido de BAP e AIA. A inducdo de mdaltiplas brotacdes ocorreu de forma indireta
em ambos os explantes apds um periodo de 4-5 semanas.

Em meio MS modificado suplementado com diferentes citocininas em
diferentes concentracbes, 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 inducdo e diferenciagdodireta de
maltiplas brotacdes apdés 45 dias de cultivo, enquanto que cinetina induziu
calogénese e 2-iP causou oxidacdo das culturas. O melhor resultado (em média 12
brotacdes por explante) foi obtido utilizando-se a combinacédo de 2,22 uM de BAP e
0,57 uM de AIA e segmentos do primeiro par de folhas. Segmentos da folha
trifoliolada somente expadiram, ndo sendo observada a formacdo de brotacGes
(Misra, 2002).

O efeito do TDZ na regeneracdo in vitro de guandu via organogénese foi
estudado por Singh et al. (2003). Quando as sementes foram cultivadas em meio MS
acrescido de TDZ (0,05-1,0 uM) houve formacdo de multiplas brotacGes na regido
corresponde ao nO cotiledonar. A concentracdo Otima de TDZ na inducdo das
brotacdes foi de 0,05 uM, onde uma méxima freqiiéncia e um maior nimero médio

de brotagdes 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
combinacdo na regeneracdo de multiplas brotagdes a partir de explantes foliares
cultivados em meio MS por 21 dias. Os autores obtiveram elevada freqtiéncia de
explantes com formacéo de brotacdes (95%) em meio MS suplementado com 5,0 uM
de BAP e 5,0 uM de cinetina. Em geral, a combinagdo de BAP com cinetina foi mais
eficiente na inducdo de mdltiplas brotagdes quando comparada com as demais
combinagbes. Apds a inducdo, as brotacGes foram transferidas para o meio de
alongamento composto por sais e vitaminas MS acrescido de 0,58 uM de GA3 por
um periodo de 3-5 dias. Quando as brota¢des atingiram 3 cm de comprimento, foram
transferidas para o meio de enraizamento (meio basal MS com reduzida concentragao
de sacarose, 1% e 1,14 uM de AIA). A utilizacdo deste sistema de regeneracdo em
estudos adicionais de transformacdo genética de guandu via biobalistica foi
demonstrado, onde 50% das plantas selecionadas mostraram a integracao e expresséo
do gene utilizado (Dayal et al., 2003).

Um protocolo de regeneracdo via organogénese direta de plantas de guandu
‘ICPL 93115° foi desenvolvido por Yadav e Padmaja (2003). Segmentos foliares
(0,5-1,0 cm) foram obtidos de plantulas com 10 dias de idade e plagueados 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 concentra¢fes. O nimero maximo de
brotacdes por explante (16,5) foi obtido quando estes foram incubados em meio
suplementado com 22,2 uM de BAP.

Sharma et al. (2006) desenvolveram um método eficiente para a obtengéo de
plantas transgénicas de guandu ao incorporar o gene crylAb de Bacillus
thuringiensis no genoma da planta pela transformacdo genética mediada por
Agrobacterium. O protocolo de regeneracao in vitro obtido se baseou na formacao de
brotacGes adventicias via organogénese direta na regido do nd cotiledonar de
plantulas germinadas in vitro. Isso foi possivel com a utilizagdo do meio MS
suplementado com elevada concentragdo de BAP (22,0 uM) o que possibilitou a
supressao das gemas pré-existentes nessa regido e formagédo de novas brotagdes via
organogénese. Esse tratamento possibilitou uma freqiiéncia de resposta de 85,7%.
Entre os transformantes putativos selecionados no meio de indugdo, 60% deles
mostraram ser positivos com relacdo a integracdo do gene. De acordo com as autores,
a obtencdo desse protocolo oferece imenso potencial de obtencdo de plantas

transgénicas 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 inducdo de brotacOes
adventicias a partir de embrides zigoticos maduros de guandu;

- avaliar o efeito das citocininas BAP e TDZ sozinhas e em combinagdo com
AgNO; na inducdo de brotagdes adventicias a partir de segmentos de epicotilo de
plantulas de guandu germinadas in vitro;

- e caracterizar anatomicamente a organogénese in vitro em guandu, visando
localizar as areas meristematicas bem como os tecidos que dao origem as gemas

adventicias.
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CAPITULO 1

Inducéo de brotagdes adventicias a partir de embrides zigdticos maduros de
feijdo guandu (Cajanus cajan L. Millsp.) por BAP e TDZ

1. Introducgéo

O guandu (Cajanus cajan L) é uma das principais leguminosas cultivada nos
tropicos e subtrdpicos, sendo freglientemente citada como uma espécie de multiplo
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 asiatica da soja e, diferentemente do que é verificado na soja, genétipos de
guandu resistentes ao isolado deste fungo foram identificados (Nogueira, 2007).
Neste contexto, a utilizagdo do guandu como “planta modelo” em estudos que
envolvam a identificagdo e isolamento de genes candidatos que possam conferir
resisténcia a ferrugem asiatica da soja se torna possivel, sendo o estabelecimento de
um protocolo de regeneracdo in vitro um pré-requisito para trabalhos dessa natureza.

O sistema de regeneracdo via organogénese em feijdo guandu, tem sido
estudado por muitos autores, e diversos cultivares foram testados quanto a sua
capacidade de regeneracao a partir de inimeras fontes de explantes como cotilédones
(Mohan e Krishnamurthy, 1998), eixo embrionario (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 no-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 funcao do material genético (diferentes cultivares), da fonte de explante,
bem como o meio de cultura utilizado suplementado com diferentes fitorreguladores
e suas diferentes concentracdes e/ou combinacgdes.

Em trabalhos visando a transformacdo genética via Agrobacterium
tumefaciens a partir de eixos embrionarios 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 o0 potencial desse explante em

comparacédo a outros como nd cotiledonar, folhas, hipocétilos e cotilédones.

18



Das varias classes de reguladores de crescimento conhecidas, as auxinas e
citocininas sdo, sem duvida, as mais importantes na regulacdo do crescimento e da
morfogénese na cultura de células, tecidos e 6rgdos vegetais (Bonga e Von Aderkas,
1992; van Staden et al., 2008).

As citocininas naturais bem como as muitas sintéticas, contém na posicdo N°
um radical adeninico como é o caso do BAP, uma citocinina sintética que parece ser
a mais adequada para a multiplicacéo de parte aérea, inducdo de gemas adventicias e
formacdo de brotos (Grattaplagia e Machado, 1998). Diversos trabalhos com
leguminosas corroboram com esta afirmagéo, onde a utilizagdo do BAP possibilitou
a regeneracdo de brotacbes 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 formacao de
brotacGes adventicias 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 concentracdes de BAP e TDZ (isoladamente ou em combinacdo) na
inducéo de gemas adventicias a partir de eixos embrionarios maduros dos cultivares

comerciais de feijdo guandu, Ando e Fava Larga.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos e
Células Vegetais do Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia e no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da

Universidade Federal de Vicosa, no municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

2.1. Material vegetal

Como material vegetal foram utilizadas sementes de cultivares comerciais de
feijdo guandu (Cajanus cajan (L.) Millsp.), Anéo e Fava Larga, identificadas como
suscetiveis a Phakopsora pachyrhizi por Nogueira (2007). As sementes foram
obtidas da empresa Prosementes®, Aracatuba-SP, dada a necessidade de se ter muitas
sementes para a realizacao dos experimentos.

O cultivar Ando (IAPAR-43) foi obtido através de ciclos de selegdo massal
em populacéo ana precoce proveniente da Colémbia e introduzida no Brasil através
do Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijdo, 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 produgéo
de gréos de alto valor nutritivo, sendo utilizado com sucesso na alimentagdo de aves
ou em forma de forragem para bovinos e ainda, na alimentacdo humana equivalendo
nutricionalmente ao feijao comum.

O cultivar Fava Larga (IAC- Fava Larga) é resultante de selecdo massal
efetuada em diversos cultivares no periodo 1982-1985, em material introduzido na
entdo Secdo de Leguminosas do Instituto Agrondmico desde 1953, com avaliagdes
regionais em Campinas, Ribeirdo Preto e Pindorama. Possui o ciclo longo (280 dias
até 12 colheita na semeadura efetuada em outubro), podendo as plantas atingir até 3,0
m de altura. Pode ser utilizado na alimentacdo humana (gréos verdes ou secos) e
animal (pastagem no inverno para forragem ou feno, grdos), quebra-ventos ou para

sombreamento temporario de cultivos perenes.

2.1.1. Obtencéo dos explantes

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas

superficialmente com alcool 70% (v/v) durante 2 minutos e, em seguida, foram
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imersas em hipoclorito de sodio comercial puro (Super Globo, Brasil) por 20
minutos, enxaguadas 8 vezes em A&gua deionizada e autoclavada. Por fim, as
sementes foram embebidas em &gua esteril por um periodo de aproximadamente 16 h
em regime de escuro a temperatura de 27 + 2 °C.

Ap0s o periodo de embebicdo, as sementes tiveram o tegumento retirado e 0s
embribes foram cuidadosamente isolados dos cotilédones (Figura 1A) com auxilio de
lupa binocular (ZEISS®) e bisturi sob condigBes assépticas em camara de fluxo
laminar. Os embrides foram cortados transversalmente acima da regido referente ao
no cotiledonar e abaixo da plimula, obtendo-se dessa forma o explante denominado
neste trabalho de eixo embrionério decapitado. A extremidade mais proxima a
radicula foi chamada de extremidade proximal, e a mais distante (proxima a plumula)

de extremidade distal (Figura 1B).

2.2. Meios de cultura e condicGes 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 basico composto
por sais e vitaminas MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e 6,5 g L™ de agar Merck® como agente
gelificante.

Com o objetivo de avaliar o efeito das citocininas BAP e TDZ na indugéo de
gemas adventicias, foram testadas as concentragdes de 2,22 uM e 4,44 uM de BAP, e
2,27 UM e 4,54 uM de TDZ (isoladamente ou em combinacdo) (Quadro 1). Como
controle foi utilizado o meio MS basal sem a adicéo 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 pressdao, por 20 minutos). Apds a
inoculacdo dos explantes, as placas foram seladas com duas voltas de filme PVC
(Rolopac®).

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a temperatura de 27 +
2°C sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, irradiancia de + 52 pmol
m™ s provida por lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram®,
Brasil).
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Quadro 1 - Combinagdes das concentracdes de BAP e TDZ utilizadas na inducao de
gemas adventicias a partir de eixos embrionarios maduros decapitados de
feijdo guandu (Cajanus cajan).

Meios de cultura Combinagbes
BAP (M) TDZ (UM)
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 concentragdes

testadas foram tomadas com base em trabalhos preliminares.

2.3. Conducado e avaliacdes 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 repeticbes por tratamento, e 12 explantes por repetigéo,
totalizando assim 60 explantes por tratamento. A posigdo original do explante foi
mantida com intuito de se avaliar a resposta morfogénica nas extremidades proximal
e distal de cada explante.

Uma analise morfoldgica foi realizada, com base em observacfes visuais
(coloragéo e textura dos calos), aos 7 e 30 dias de cultivo. Ao final de 30 dias,
avaliaram-se a presenca de calo (expresso em percentual), e 0 nimero de raizes e
brotacdes formadas em ambas as extremidades de todos os explantes. Quanto ao
namero de brotacGes formadas, atribuiu-se notas, sendo nota O para os explantes
onde nao houve formacdo de brotacdo, nota 1 para os explantes que tiveram de 1 a 5
brotagdes formadas, nota 2 para os explantes que tiveram de 6 a 10 brotagdes, e nota
3 para aqueles que tiveram formacdo de mais de 10 brotagOGes por explantes.
Avaliou-se ainda a presenca de contaminagdo e de explantes sem reacdo (ambos
expressos em termos percentuais totais). As observacdes visuais foram realizadas,

mediante auxilio de lupa binocular (ZEISS®).
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Os dados obtidos das varidveis, numero de raizes e brotagdes formadas foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de comparacdo de médias
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para andlise dos dados utilizou-se o

programa estatistico Genes (Cruz, 2006).

2.4. Histologia

Com o objetivo de se confirmar a ocorréncia do processo organogénico e
identificar os tecidos que deram origem as gemas adventicias, regides dos explantes
onde houve a formacédo das gemas foram isoladas, fixadas em solucdo de Karnovsk
(Karnovsk, 1965) por um periodo de 72 horas. As amostras foram desidratadas em
série etilica crescente, infiltradas em metacrilato (Historesin, Leica) segundo as
recomendacdes do fabricante.

SecOes longitudinais de 7 um de espessura foram obtidas das amostras
utilizando-se micrétomo rotativo de avango automatico (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 auséncia de gemas pré-existentes no mesmo.

As observacbes e a obtencdo das imagens foram realizadas em
fotomicroscopio Olympus AX70 com sistema U-photo, cdmera e microcomputador

com o software Spot-Basic.
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3. Resultados

3.1. Efeito dos meios de cultura nas respostas morfogénicas

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 concentragdes testadas), e
estes apresentaram coloracdo verde claro (Figuras 1C-D). Nesse mesmo periodo
houve a formacdo de raizes apenas na extremidade proximal da maioria dos
explantes cultivados no meio controle (sem adi¢do de fitorreguladores) (Figuras 1E-
F).

Ao final de 30 dias de cultivo, a formacdo de raizes se manteve restrita aos
explantes cultivados em meio MS@ e na extremidade proximal. N&o houve diferenca
significativa com relacdo ao nimero de raizes 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 concentracdo de BAP e/ou TDZ testadas, observou-se intensa
formacdo de calo na extremidade proximal e em elevados percentuais, variando de
90 a 93,3%, para o cultivar Ando, 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 uM de BAP + 4,54
UM de TDZ (Figura 2A). O calo formado nessas condi¢Bes apresentou textura
predominantemente compacta, coloracdo verde claro e presenca de algumas regioes
brancas de aspecto esponjoso (Figuras 4A, C, E, | e 5A, I). Por outro lado, na
auséncia de reguladores no meio de cultivo, a formacéo de calo nessa mesma regiao,
foi observada em valores percentuais bem menores (21,7 e 28,3% para os cultivares
Ando e Fava Larga, respectivamente) (Figura 2A).

No que se refere & formacdo de calo na extremidade distal, essa ocorreu
tambem nos explantes cultivados em meio com citocinina, mas em percentuais bem
menores quando comparados aqueles obtidos na extremidade proximal. Para a
extremidade distal nestas condicdes, 0s percentuais variaram de 13,3 a 28,3% para o
cultivar Ando e de 13,3 a 40% para o Fava Larga (Figura 2B). Os meios de cultivo
que proporcionaram maior numero de explantes com calogénese nessa extremidade

foram os acrescidos somente com 2,22 uM de BAP ou 2,27 uM de TDZ para o
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cultivar Ando (ambos com 28,3%), e 0 meio suplementado apenas com 2,27 uM de
TDZ, para o cultivar Fava Larga (40%) (Figura 2B). Em contrapartida, ndo se
observou calogénese nessa extremidade quando os explantes dos dois cultivares
foram cultivados em meio controle (Figura 2B).

Com relacdo a inducdo de brotacdes, 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 combinagfes testadas), de ambos os
cultivares, ndo havendo formacao das mesmas no meio controle.

N&o houve efeito significativo da interagdo entre os cultivares e 0s meios de
cultura testados, ndo havendo também diferenca significativa entre os cultivares em
relacdo formacdo de brotacdes (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 diferencas significativas quanto ao nimero de brota¢des formadas
(F= 49,1163, P=0) (tabela 2, anexo). Tanto para o cultivar Fava Larga quanto para o
Ando o meio de cultura acrescido de 4,44 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ
possibilitou a formacdo de maior nimero de brotacdes por explante . Vale ressaltar
que, nesse meio, a média das notas atribuidas aos explantes do cultivar Fava Larga
foi superior aquela atribuida ao cultivar Ando (1,47 e 1,13, respectivamente); e para
o cultivar Ando este mesmo meio ndo diferiu estatisticamente do meio com adi¢édo de
2,22 UM de BAP + 4,54 uM de TDZ (Figura 3).

A adigdo de apenas BAP ou TDZ nas concetragdes de 2,22 e 2,27 uM
respectivamente, proporcionaram a formacdo de menor numero de brotacdes por
explante, ndo diferindo entre si estatisticamente nos dois cultivares testados (Figura
3).

Com relacdo a caracterizacdo visual das brotagdes formadas, apesar da
combinacédo de 4,44 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ ter proporcionado a formagéo
de multiplas brotacdes, essas apresentaram tamanho muito reduzido (Figuras 4G e
5G), o que ndo foi desejavel na etapa seguinte do processo de regeneracdo. As
demais combinagfes entre BAP e TDZ também proporcionaram a formacgdo de
brotacdes com aspecto semelhante (Figuras 4C, 4E, 5C e 5E) ao contrario daquelas
formadas em meio acrescido apenas de BAP (2,22 uM) ou TDZ (2,27 y,M), que
apresentaram folhas mais expandidas (Figuras 4A, 41, 5A e 51).

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

proporcionou maior frequéncia de explantes que formaram brotacdes (56,7% para o
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cultivar Anéo e 61,7% para o cultivar Fava Larga), seguido pelo meio acrescido de
2,27 UM de TDZ (48,3 e 55% para os cultivares Ando e Fava Larga,
respectivamente).

O namero de explantes contaminados e sem resposta foi expresso em termos
percentuais totais, uma vez que estas observacdes ndo foram em funcgdo dos meios de
cultura testados. Esses percentuais apresentaram valores baixos nos dois cultivares
(Figuras 7A-B). A contaminacdo encontrada foi bacteriana e 0s explantes
considerados sem resposta apresentaram-se totalmente oxidados. Para a maioria dos
explantes, independente do meio de cultivo, observou-se também oxidagdo nas

extremidades dos mesmos em contato com o meio.

3.2. Histologia

A anélise histologica do explante de origem (tempo zero) possibilitou a
confirmacdo da auséncia de gemas pré-existentes em ambas as extremidades
proximal e distal (Figura 8A). Essa andlise permitiu concluir que as multiplas
brotagbes formadas no extremo distal, foram geradas de novo pela acdo dos
fitorreguladores.

As analises histologicas realizadas nos explantes cultivados nos diferentes
meios de inducdo confirmaram a ocorréncia da diferenciacdo de meristema apical de
parte aérea, com gema apical e primoérdios foliares bem definidos indpendente da
combinacéo de fitorreguladores testada (Figuras 4B, D, F, H, J e 5B, D, F, H, J). Em
ambos 0s cultivares, observou-se que a diferenciacdo das brota¢bes ocorreu a partir
do tecido vascular do material de origem (procdmbio), sem a formacédo de calo,
caracterizando dessa forma um processo de regeneracdo direta. A partir dessas
analises pdde-se observar que a diferenciacdo das gemas seguiu o padrédo tipico de
organogénese, apresentando continuidade vascular com o tecido de origem,
confirmando assim sua origem adventicia (Figura 8B).

As células meristematicas formadas apresentaram padrdo caracteristico:
tamanho pequeno, isodiamétricas, paredes delgadas, citoplasma denso e nucleo
proeminente (Figura 8C). A diferenciagdo dos tecidos nos primordios foliares é
apresentada na Figura 8D, onde se observa a formacdo da epiderme, parénquima

clorofiliano, tecido vascular e estbmatos, bem como a presenca de tricomas.
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Figura 1.

Resposta morfogénica de explantes embrionarios de Cajanus cajan L.
cultivados in vitro. A — Embrido zigético maduro utilizado como
explante. rd: radicula; nc: n6 cotiledonar; pl: plumula (Barra = 1,5 mm);
B — Detalhe do explante seccionado. ep: extremidade proximal; ed:
extremidade distal (Barra = 1,5 mm). C — Explantes apds uma semana de
cultivo em meio contendo citocinina independente da combinagéo testada
(Barra = 15 mm). D — Explante intumescido na extremidade proximal
apdés uma semana de cultivo em meio contendo citocinina independente
da combinacdo testada. ep: extremidade proximal; ed: extremidade distal
(Barra = 4 mm). E - Explantes apds uma semana de cultivo em meio
controle (Barra = 15 mm). F — Formacao de raiz na extremidade proximal
apo6s uma semana de cultivo em meio controle. ep: extremidade proximal;
ed: extremidade distal (Barra =4 mm).
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Figura 2. Calogénese em eixos embrionarios decapitados de C. cajan (cultivares
Ando 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. Formacdo de brotacdes na extremidade distal de eixos embrionarios
decapitados de C. cajan (cultivares Anédo e Fava Larga) cultivados em
meio MS suplementado com diferentes concentracbes de BAP e TDZ.
Para cada cultivar, as médias seguidas de uma mesma letra minuscula,
dentro de cada tipo de meio de cultivo testado, ndo diferem entre si, pelo
tete de Tukey a 5% de significancia. Entre os cutlivares, as médias
seguidas de uma mesma letra maiuscula, dentro de cada tipo de meio de
cultivo testado, ndo diferem entre si, pelo tete de Tukey a 5% de
significancia.
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Figura 4. Oganogénese na extremidade distal de explantes embrionérios decaptados
de Cajanus cajan L. cv. Ando apos 30 dias de cultivo. A, C, E, G, | —
Aspecto geral das brotacbes. B, D, F, H, J — Secbes longitudinais.
Brotagdes adventicias obtidas em meio MS acrescido de: 2,22 uM de
BAP (A e B); 2,22 uM de BAP + 4,54 uM de TDZ (C e D); 22,22 uM de
BAP + 2,27 uM de TDZ (E e F); 4,44 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ (G
e H); 2,27 uM de TDZ (I e J). Barras = 2,0 mm (A e 1); 3,0 mm (G); 4,0
mm (C e E); 400 um (B, D, F, He J).
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Figura 5. Oganogénese na extremidade distal de explantes embrionérios decaptados
de Cajanus cajan L. cv. Fava Larga apos 30 dias de cultivo. A, C, E, G, |
— Aspecto geral das brotacbes. B, D, F, H, J — Secdes longitudinais.
Brotagdes adventicias obtidas em meio MS acrescido de: 2,22 uM de
BAP (A e B); 2,22 uM de BAP + 4,54 uM de TDZ (C e D); 22,22 uM de
BAP + 2,27 uM de TDZ (E e F); 4,44 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ (G
e H); 2,27 uM de TDZ (I e J). Barras = 2,0 mm (A); 3,0 mm (C, E, G e
1); 200 um (D); 300 um (B); 400 um (F, H e J).
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Figura 6. Formacdo de brotacdes na extremidade distal de eixos embrionarios
decapitados de C. cajan (cultivares Ando e Fava Larga) cultivados em
meio MS suplementado com diferentes concentracbes de BAP e TDZ.
Valores expressos em termos percentuais.
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Figura 7. Total de explantes contaminados (A) e sem resposta (B). Valores
expressos em percentuais totais para ambos os cultivares (Ando e Fava
Larga).
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Figura 8. Organogénese na extremidade distal de explantes embrionérios decaptados
de Cajanus cajan L. apds 30 dias de cultivo in vitro. A-D — Secdes
longitudinais. A — Embrido zig6tico decaptado utilizado como explante; B
— explante cultivado em meio acrescido de citocinina detalhando a
formacédo direta de gemas adventicias a partir do procdmbio e conexdo
vascular com o tecido de origem; C — Detalhe do meristema apical de
parte aérea; D — Diferenciacdo dos tecidos nos primérdios foliares.
Barras = 100 um (C e D); 300 um (A); 400 um (B). ep: extremidade
proximal; ed: extremidade distal; mf: meristema fundamental; pc:
procdmbio; pt: protoderme; ma: meristema apical; tv: tecido vascular; pf:
primordio foliar; ep: epiderme; es: estdbmatos; tc: tricoma.
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4. Discussao

Sabe-se que sdo varios os fatores que influenciam o comportamento do
explante em cultura, sendo que um deles refere-se ao balango hormonal entre auxinas
e citocininas. Preece (2008) menciona que muitos estudos acerca do cultivo in vitro
de espécies vegetais, focam na manipulacdo do meio de cultura, seja variando a
composicdo dos sais e agentes gelificantes, bem como a concentragcdo e o tipo de
fitorreguladores utilizados. Contudo, 0 crescimento in vitro e 0S processos
morfogénicos sdo também governados por propriedades intrinsecas ao explante,
como, por exemplo, o balango hormonal enddgeno. Assim, o balanco hormonal
inerente ao explante vai interagir com os estimulos externos fornecendo a resposta
morfogénica.

A inoculacdo dos explantes em meio desprovido de reguladores de
crescimento (MS@) resultou na formacao de raizes e esta se restringiu a extremidade
proximal dos explantes. Uma razéo auxina:citocinina elevada inerente ao explante
pode ser a explicacdo para a formacdo de raizes em meio MS@, visto que um dos
efeios da auxina é a promocdo de raizes adventicias que podem surgir a partir de
agregados celulares que renovam sua atividade de divisdo celular. Deve-se
considerar ainda o fato de que, a biossintese de auxina est4 associada aos tecidos com
rapida divisdo 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 entdo a formacao das raizes apenas
no extremo proximal dos explantes.

Resultados semelhantes foram obtidos ao se cultivar eixos embrionarios
decapitados de espécies do género Phaseolus em meio basal constituido por sais e
vitaminas B5 desprovido de reguladores de crescimento. A formacdo de raizes 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 possivel observar elevados percentuais
(90% ou mais) de calejamento na extremidade proximal dos explantes mantidos em
meio com adicdo de BAP e /ou TDZ e em ambos os cultivares. No meio controle o
mesmo ndo ocorreu uma vez que os valores percentuais referentes a formacgéo de

calo nesta regido foram menores do que 30%.

36



Morre et al. (1998), ao detalharem um procedimento de regeneracéo in vitro
de algoddo a partir de eixos embrionérios decapitados, observaram a formacédo de
calo na base da maioria dos explantes quando estes foram cultivados em meio de
inducdo composto por sais de MS e vitaminas B5 suplementado com elevadas
concetracgdes de BAP ao final de 20 dias de cultivo.

A formacédo de calos na extremidade basal de eixos embrionéarios de Vigna
mungo também foi observada em quantidade variavel nos explantes inoculados em
meio basal MSB5 (sais MS e vitaminas B5) acrescido com BAP (0,5-15,0 uM)
(Saini e Jaiwal, 2005).

A formacgdo de calo em elevados percentuais no extremo proximal dos
explantes cultivados em meios contendo citocinina sugere, mais uma vez, que 0
balanco hormonal exdgeno interagiu de forma significativa com os niveis endégenos,
desencadeando tal resposta morfogénica. Provavelmente, a relagcdo auxina:citocinina
enddgena ocorreu sim de maneira elevada nessa regido do explante (como ja
discutido na formacdo de raiz) que ao permanecer em contato com meio de cultura
suplementado com citocininas, veio a se estabelecer em proporcdes que favoreceram
0 processo de calogénese.

A formacdo de calo no extremo distal pode ser explicada pela mesma
interacdo, mas de forma contraria. Nessa extremidade a relacdo auxina:citocinina
enddgena deve ser menor do que aquela presente no extremo proximal. Por isso
menores concentracdes de citocininas exdgenas (meios suplementados com 2,22 uM
de BAP ou 2,27 uM de TDZ) foram suficientes para promover a formacéo de calo
nessas extremidades em maiores frequéncias. Esses percentuais foram menores do
que os observados no extremo proximal, o que sugere também que, além do balanco
hormonal end6geno inerente a cada extremidade, as células presentes na por¢do mais
apical dos explantes podem corresponder a células que normalmente adquirem
competéncia para uma rota diferente daquela que culmina na formacao de calo.

A adicéo das citocininas BAP e TDZ no meio de cultivo mostrou-se eficiente
na inducdo de brotagdes a partir de eixos embrionarios decapitados de feijdo guandu.
Como observado, as brotacdes se formaram apenas na extremidade distal e o meio de
cultivo suplementado com a combinacéo dessas duas citocininas nas concentragoes
de 4,44 uM de BAP e 2,27 uM de TDZ, promoveu a formagdo de maior numero de
brotacbes quando comparado aos demais meios de cultura em ambos os cultivares

comerciais testados.
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O efeito sinergistico entre a combinacdo de BAP e TDZ na inducdo de
maltiplas brotagdes corroboram com aqueles encontrados no cultivo de explantes de
outras espécies leguminosas sob condi¢cdes semelhantes. N&s cotiledonares de fava
(Vicia faba L.) inoculados em meio MS suplementado com BAP em combinacgéo
com TDZ (8,88 e 9,08 uM respectivamente) produziu maior nimero de brotacGes
(em media 15,7 brotacdes/explante) apds 30 dias de cultivo. Brotagdes induzidas em
elevadas concentracdes 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 sitios de ligagdo o que ocasionou toxidez as células
vegetais (Khalafalla e Hattori, 1999). Estas observacOes estdo de acordo com 0s
resultados desse trabalho, uma vez que o tamanho das brotacfes formadas em meio
contendo combinacBes de BAP e TDZ mostrou-se reduzido. Dessa forma, essas
combinacg0es e, em especial a combinacéo de 4,44 uM de BAP e 2,27 uM de TDZ,
podem ser consideradas toxicas para as células em cultivo de explantes embrionarios
dos cultivares Ando e Fava Larga. Resultados semelhantes foram observados em
outros trabalhos com ervilha, grdo-de-bico e lentilha (Malik e Saxena, 1992a).

A inducdo de multiplas brotacbes dado ao efeito sinergistico 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 sinergistico na inducdo de
brotagbes em meio acrescido com combinacdes de BAP e TDZ (Malik e Saxena,
1992a; Khalafalla e Hattori, 1999; Amutha et al., 2003), os autores atribuiram a essa
resposta, 0 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
“proteina receptora de citocinina” (CBP, “Cytokinin-binding protein”) a qual possuli
dois sitios de ligacdo. Em um sitio se liga as citocininas derivadas de adenina,
enquanto o outro é capaz de se ligar a citocininas derivadas de feniluréia. Por esta
razdo, a adicdo combinada de ambas, proporciona uma maior formagéo de brotacdes,
devido a ativagdo dos dois sitios 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 formacao de
brotacfes adventicias em um maior nimero de explantes, o que permite considerar
essas citocininas como fatores determinantes para o éxito da resposta morfogénica in

vitro de feijdo guandu. As brotagdes formadas na presenca apenas de BAP ou TDZ
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nas concentragdes j& mencionadas, mostraram-se mais expandidas e aptas ao
processo de alongamento.

Com base na literatura revisada, sdo varios os trabalhos onde os autores
obtiveram sucesso na inducdo de brotacGes 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 concentracdes e fontes de explantes utilizadas nesses
trabalhos terem sido diferentes daquelas testadas no presente estudo, os resultados
obtidos aqui s6 reforcam o importante papel das citoninas BAP e TDZ na
regeneracdo in vitro de feijdo guandu, e que, as diferencas quanto ao requerimento
delas no meio de cultura pode ser devido a diferencas nos niveis endégenos dos
reguladores entre os diferentes tipos de explantes e cultivares testados.

A utilizacdo de eixos embrionérios na inducao de gemas adventicias tem sido
relatada com éxito em diferentes cultivares de C. cajan L. em meio de cultura
acrescido de fitorreguladores.

Franklin et al. (2000) obtiveram plantas viaveis regeneradas via organogénese
a partir de embrides maduros de 4 cultivares de guandu. As brotacdes se formaram
na regido apical dos eixos embrionarios decapitados (retirada inicial da plimula)
apos 20 dias de incubacdo em meio de inducdo (BAP + ANA). Para o cultivar VBN2
observou-se a formacdo de 9,5 brotacGes por explante, com frequéncia de 62,5%.

Eixos embrionarios decapitados mostraram-se superiores ao explante foliar
quando cultivados em meio MS suplementado com BAP e AIA (freqléncias de
regeneracdo de 59 e 20% respectivamente) (Lawrence e Koundal, 2001).

Elevada freqliéncia de regeneracdo a partir de eixos embrionarios de Cajanus
cajan L. quando cultivados em meio de inducdo de brotacdes, também foi relatada
em outros trabalhos (Mohan e Krishnamurthy 2003; Satyavathi et al. 2003) sendo os
protocolos estabelecidos utilizados em estudos de transformacéo genética.

No presente trabalho, ao se utilizar eixos embrionarios decapitados, foi
possivel observar que, ap6s o periodo de 30 dias de cultivo, os percentuais de
explantes que formaram brotagdes mostraram-se relativamente elevados em todos 0s
meios testados e em ambos os cultivares estando de acordo com aqueles abordados
anteriormente, onde maiores freqiiéncias de regeneracdo foram obtidas a partir desse

explante.
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Outros trabalhos com soja (Liu et al., 2004), grédo-de-bico (Polowick et al.,
2004), feijdo-mungo (Saini e Jaiwal, 2005) e feijdo-caupi (Ivo et al., 2008), tratam da
utilizacdo de eixos embrionarios maduros decapitados no processo de transformacéo
genética dessas espécies, dada a eficiéncia dos mesmos na regeneracdo de brotacdes
adventicias.

A oxidacdo observada nas extremidades dos explantes (onde se realizou os
cortes) em contato com o meio ndo restringiu o potencial morfogénico dos explantes.
A auséncia de resposta encontrada, mesmo que em baixos percentuais, pode ser
conferida a um certo grau de maturacdo das sementes de onde se obteve esses
explantes em particular, os quais ja poderiam ter perdido a viabilidade. Além disso,
possiveis danos ou injurias fisicas causadas nos explantes durante o preparo dos
mesmos podem ter contribuido para auséncia de respostas morfogénicas.

O indice de contaminacdo também se mostrou baixo, indicando que a
metodologia utilizada para desinfestacdo das sementes e isolamento dos embrides
foram eficientes, e que, possivelmente, a contaminacdo por bactéria foi de carater
endofitico.

As analises histoldgicas realizadas nos explantes revelaram a origem
adventicia das brotacGes formadas, sendo o tecido vascular (procdmbio) do explante
de origem a regido responsiva. Confirmou-se, ainda, que o processo de organogénese
ocorreu de forma direta, sem a formacdo 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 importancia de se
ter um processo de organogénese via direta, uma vez que a ocorréncia de variacao
somaclonal é menor.

As regides meristematicas observadas no presente estudo se distinguiram do
restante do explante por apresentarem intensa divisdo celular, com formacdo de
grupos de células pequenas, isodiamétricas, ndcleo proeminente e paredes delgadas.

Diante do exposto pode-se concluir que a utilizacdo do eixo embrionario
decapitado como explante e das citocininas BAP e TDZ na regeneracdo in vitro de
feijdo guandu (cultivares Ando e Fava Larga) via organogénse direta € promissora,
visto que houve a formacdo de multiplas brotagdes em todos os meios acrescidos
com estas citocininas.

Os dados aqui apresentados servirdo de base para novos testes e serdo de

grande utilidade, contribuindo pra o estabelecimento e otimizacdo de protocolos de
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regeneracdo desses cultivares em especial. Propbem-se a utilizagdo de outras
concentracfes de BAP e TDZ, até mesmo concentracfes menores do que aquelas
utilizadas no presente estudo. Apesar de ndo se ter observado diferenca significativa
entre os cultivares testados, sugere-se a utilizacdo do cultivar Ando por possuir

pequeno porte, facilitando assim trabalhos futuros em casa de vegetacao.
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CAPITULO 2

Inducéo de brotagdes adventicias em segmentos de epicétilo de feijdo guandu
(Cajanus cajan L. Millsp.) germinado in vitro por BAP, TDZ e AgNO3

1. Introducgéo

Os eventos organogénicos acontecem mediante a desdiferenciacdo e
rediferenciacdo celular dependendo da retomada da atividade meristematica das
células em cultivo, sendo considerado um processo complexo, com atuagdo de Varios
fatores (Ziv, 1999; Gahan e George, 2008) como, por exemplo, o tipo de explante.
Cotilédones, eixos embrionérios, folhas primarias, segmentos caulinares obtidos de
plantulas germinadas in vitro entre outros, correspondem as diferentes fontes de
explantes que podem ser utilizadas no processo de regeneracao in vitro. A utilizacéo
de segmentos caulinares como o epicétilo na obtencdo de explantes é de grande
praticidade, dada a facilidade na preparacdo dos mesmos e a possibilidade de se ter
um maior namero de explantes.

O éxito do processo de regeneracdo de brotacGes adventicias em Cajanus
cajan L. ndo depende apenas dos fatores inerentes ao tecido vegetal, mas também das
condicdes ambientais e do meio de cultura. Neste particular a adicdo de
fitorreguladores no meio exerce um papel critico no processo, havendo a necessidade
de se adicionar citocininas no meio de cultivo, com vistas a formacéo das brotacdes,
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).

Aléem da presenca de fitorreguladores no meio de cultura, outros fatores
podem influenciar no potencial regenerativo de uma espécie como, por exemplo, a
producdo de alguns compostos gasosos, como o etileno, durante o cultivo in vitro
(George e Davies, 2008).

O etileno (CzH,4) € um horménio 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 variavel, seja promovendo ou inibindo processos
morfogénicos in vitro, e € dependente da espécie, do tipo de explante, da via
regenerativa e presenca de outros reguladores no meio de cultivo (Biondi et al., 1998;
Moshkov et al., 2008), dentre outros. Ainda, seu acimulo ou producdo pode estar
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associado a recalcitrancia de algumas espécies in vitro (Chi et al., 1991; Pua e Chi,
1993; Kumar et al., 1998a; Benson, 2000).

O efeito inibitorio do etileno sob a morfogénese ja foi relatado para varias
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 substancias que sdo capazes de inibir a biossintese bem
como a acdo do etileno. Dentre as substancias que inibem a acdo do etileno,
destacam-se os fons prata (Ag") aplicados como nitrato de prata e tiossulfato de prata
(Ag(S;03),%), e o diéxido de carbono (Taiz e Zeiger, 2004; Moshkov et al., 2008).
Essas substancias atuam ou competindo com etileno se ligando aos dominios
receptores, ou agindo por mecanismos ainda desconhecidos (Moshkov et al., 2008).

Sabendo-se da influéncia do etileno no cultivo in vitro, a utilizacdo de
inibidores do etileno pode contribuir de maneira efetiva para o aprimoramento dos
protocolos de regeneracao in vitro de espécies leguminosas recalcitrantes.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo consistiu em avaliar o efeito
das citocininas BAP e TDZ em combinagdo ou ndo com nitrato de prata, na indugéo
de brotagdes adventicias em explantes de epicétilo de plantulas de guandu (Cajanus

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

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos e
Células Vegetais do Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia e no
Laboratorio de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da

Universidade Federal de Vicosa, no municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil.

2.1. Material vegetal

Foram utilizadas sementes de cultivares comerciais de feijdo guandu
(Cajanus cajan (L.) Millsp.), Ando e Fava Larga, identificadas como suscetiveis a
Phakopsora pachyrhizi por Nogueira (2007). As sementes foram obtidas da empresa
Présementes®, Aracatuba-SP, dada a necessidade de se ter muitas sementes para a
realizacdo dos experimentos.

O cultivar Ando (IAPAR-43) foi obtido através de ciclos de selecdo massal
em populacdo ana precoce proveniente da Colémbia e introduzida no Brasil através
do Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijdo, 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 producéo
de gréos de alto valor nutritivo, sendo utilizado com sucesso na alimentagdo de aves
ou em forma de forragem para bovinos e ainda, na alimentagdo humana equivalendo
nutricionalmente ao feijao comum.

O cultivar Fava Larga (IAC- Fava Larga) é resultante de selecdo massal
efetuada em diversos cultivares no periodo 1982-1985, em material introduzido na
entdo Secdo de Leguminosas do Instituto Agrondmico desde 1953, com avaliagdes
regionais em Campinas, Ribeirdo Preto e Pindorama. Possui o ciclo longo (280 dias
até 12 colheita na semeadura efetuada em outubro), podendo as plantas atingir até 3,0
m de altura. Pode ser utilizado na alimentacdo humana (grdos verdes ou secos) e
animal (pastagem no inverno para forragem ou feno, grdos), quebra-ventos ou para

sombreamento temporario de cultivos perenes.

2.1.1. Germinac&o in vitro das sementes e obtencdo dos explantes

Em cémara de fluxo Ilaminar, as sementes foram desinfestadas
superficialmente com alcool 70% (v/v) durante 2 minutos e, em seguida, foram

imersas em hipoclorito de sodio comercial puro (Super Globo, Brasil) por 20
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minutos, e enxaguadas 8 vezes em &gua deionizada e autoclavada. Por fim, as
sementes foram embebidas em agua estéril por um periodo de aproximadamente 16 h
em regime de escuro a 27 + 2 °C.

Ap0s o periodo de embebicdo, as sementes tiveram o tegumento retirado e
foram inoculadas em frascos de cultura (60 x 100 mm), contendo 30 mL de meio de
basico de MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 20 g L™ de sacarose, 100 mg
L™ de mio-inositol e 6,5 g L™ de 4gar Merck® como agente gelificante. Foram
colocadas 5 sementes em cada frasco e estes foram mantidos em sala de crescimento,
sob fotoperiodo de 16 horas de luz, irradiancia de 52 pmol m™ s™ provida por trés
lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram®, Brasil) e a 27 + 2 °C,
por um periodo de 7 dias.

Foram escolhidas as plantulas que apresentaram, no minimo, epicétilo com
7,5 cm de comprimento. A partir do epicoétilo, foram obtidos 5 segmentos de
aproximadamente 1,5 cm de comprimento cada (Figura 1A).

2.2. Meios de cultura e condicGes 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 basico constituido
de MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de
mio-inositol e 6,5 g L™ de agar Merck® como agente gelificante. Na inducéo de
gemas adventicias foi avaliado o efeito das citocininas BAP e TDZ (2,22 uM e 2,27
UM respectivamente) isoladamente ou em combinacdo e ainda, com adicdo ou ndo de
11,77 uM de AgNO; (Quadro 1). Como controle foi utilizado o meio MS desprovido
de reguladores de crescimento também com adicdo ou ndo de nitrato de prata. O pH
foi ajustado para 5,8 + 0,1 seguido de autoclavagem (121 °C, 1,5 atm de presséo, por
20 minutos). Ap0s a inoculacao dos explantes, as placas foram seladas com filme de
PVC (Rolopac®).
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Quadro 1. Combinagdes das concentracfes de BAP e TDZ com adi¢do ou ndo de
AgNO; utilizadas na indugcdo de gemas adventicias a partir de segmentos
de epicdtilo de plantulas de feijdo guandu (Cajanus cajan) germinadas in

vitro.

Meios de Combinagdes AgNO;

cultura BAP (UM) | TDZ (uM) (UM)
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 condigdo de
fotoperiodo de 16 horas de luz, irradiancia de 52 pmol m? s provida por trés
lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram®, Brasil) permanecendo
nessa condicdo por mais 24 dias. Apds 16 dias de cultura, os explantes foram
transferidos para um novo meio de mesma composigao inicial.

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

testadas foram tomadas com base em ensaios preliminares.

2.3. Conducado e avaliacdes experimentais

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2 x 2 x 4 (2 cultivares x adi¢do ou ndo de AgNO3 x 4 meios de
cultivo), totalizando 16 tratamentos. Foram utilizadas 10 repeti¢Oes por tratamento,
sendo que cada repeticdo consistiu de 10 explantes (2 epicétilos seccionados em 5
segmentos cada) totalizando assim 100 explantes por tratamento. A posicéo original
do explante foi mantida com intuito de se avaliar a resposta morfogénica nas
extremidades proximal e distal de cada explante. Para se especificar a posigéo

original do explante no epicétilo, seguiu-se a numeracdo de 1 a 5, sendo o primeiro
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explante o mais proximo ao no cotiledonar e o Gltimo o mais préximo do &pice
(Figura 1A).

Foram realizadas avaliacGes periddicas a cada 8 dias até completar 32 dias de
cultivo. Avaliou-se 0 numero de raizes e de brotacdes formadas em ambas as
extremidades de cada explante. A intensidade, coloragéo e textura dos calos foram
descritas de forma geral, sendo consideradas como observagoes visuais.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e ao
teste de comparacdo de médias Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para anélise

dos dados utilizou-se o programa estatistico Genes (Cruz, 2006).

2.4. Histologia

Com intuito de se confirmar a ocorréncia do processo organogénico bem
como identificar os tecidos que deram origem as gemas adventicias, regides dos
explantes onde houve a formacdo das gemas foram isoladas, fixadas em solucédo de
Karnovsk (Karnovsk, 1965) por um periodo de 72 horas. As amostras foram
desidratadas em série etilica crescente, infiltradas em metacrilato (Historesin, Leica)
segundo as recomendaces do fabricante.

Secbes longitudinais de 7 um de espessura foram obtidas das amostras
utilizando-se micrétomo rotativo de avango automatico (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 auséncia de gemas pré-existentes no mesmo.

As observacbes e a obtencdo das imagens foram realizadas em
fotomicroscopio Olympus AX70 com sistema U-photo, cAmera e microcomputador

com o software Spot-Basic.
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3. Resultados

Aos 8 dias de cultivo (permanéncia no escuro total) observou-se intenso
intumescimento dos explantes, sobretudo na extremidade proximal, independente do
meio de cultivo testado (Figura 1B), e oxidacgdo fendlica em ambas as extremidades
dos explantes em contato com o meio (Figura 1C). ApGs esse periodo, respostas
morfogénicas passaram a ser observadas até o final do cultivo, aproximadamente 32
dias. Nas condicgdes deste experimento, ndo se observou gradiente para a formagéo
de raizes, calos e brotacbes em funcdo da posicdo dos explantes na plantula de

origem.

3.1. Efeito dos meios de cultura nas respostas morfogénicas
3.1.1. Formacao de raizes

A formacgdo de raizes foi observada apenas no meio controle (tanto na
presenca quanto na auséncia de AgNO3), se restringindo ao extremo proximal dos
explantes e visualizada macroscopicamente a partir dos 15 dias de cultivo. A
interacdo dupla, cultivar X AgNO; (F= 0,0602, P= 100,0) néo foi significativa a 5%
de probabilidade. Apenas a adicdo ou ndo de AgNOs proporcionou efeito
significativo na formacdo de raizes (F= 106,1940, P= 0), sendo estudada
isoladamente (Tabela 1b, anexo).

O meio controle suplementado com 11,77 uM de AgNO;3; possibilitou a
formacdo de maior nimero de raizes por explante comparado ao meio controle sem
adicdo de AgNO;3 (em média, 0,56 e 0,14, respectivamente) (Figura 2).

As raizes formadas apresentaram coloracao bege claro e no geral, ao final dos
32 dias de cultivo atingiram tamanho superior a 5 cm (Figuras 3A-B).

3.1.2. Calogénese nos extremos proximal e distal

Em ambos os cultivares a formacdo 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 uM de BAP e 2,27 uM de
TDZ tanto na auséncia quanto na presenca de AgNOs; sendo que o0 meio controle

proporcionou a formacao de calos em menor intensidade.
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Pdde-se observar de maneira geral que, a adicdo de AgNO; proporcionou
menor formac&o de calo (calos viasualmente menores) quando comparado a auséncia
do mesmo independente da concentracdo de fitorreguladores testada.

Na auséncia de AgNO; os calos formados em meio controle apresentaram
coloracéo verde claro e textura compacta. Nos meios suplementados com 2,22 uM de
BAP ou com 2,27 uM de TDZ os calos formados também apresentaram textura
compacta e coloragdo predominantemente verde claro, ressaltando que no meio
acrescido com BAP houve também a formacdo de algumas regides brancas de
aspecto esponjoso (Figuras 4A, B, E, F). J& no meio acrescido da combinacédo de
ambas as citocininas, o padréo de calejamento foi diferente. Os calos apresentaram
textura compacta e coloracdo verde claro na regido em contato com o meio porém,
acima desta, observou-se intenso calejamento de coloracdo esbranquicada e textura
esponjosa que se estendeu por quase todo o explante (Figuras 4C, D)., havendo ainda
a presenca de algumas cavitaces (fissuras) (Figura 4D)

Na presenca AgNO; os calos tiveram padrdo de resposta semelhantes, em
ambos os cultivares, ressaltando que para 0 meio acrescido com BAP + TDZ ndo se
observou a formacéo de calo de aspecto esponjoso ao longo do explante (Figuras 5A-
F).

3.1.3. Formacao de brotacdes

A formacdo de brotacdes 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 0 meio suplementado com a combinagéo de
BAP e TDZ proporcionou a formagdo de um maior nimero médio de brotacdes (6,1
e 7,4 para os cultivares Ando e Fava Larga, respectivamente). Para o cultivar Ando
ndo se observou a formacdo das mesmas em meio acrescido de 2,27 uM de TDZ,
sendo que para o Fava Larga esse meio proporcionou a formacdo de apenas 1,3
brotagdes em média (Figura 6).

3.2. Histologia

As analises histoldgicas revelaram a ocorréncia de diferenciacdo de

meristema apical de parte aérea e de primdrdios foliares (Figuras 14B-D). As
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brotagdes se formaram indiretamente a partir de um tecido calogénico caracterizado
por uma massa de células frouxamente organizadas (Figua 14B). A diferenciacéo
dessas gemas seguiu o padrdo tipico de organogénese apresentando a continuidade
vascular com o tecido calogénico formado (Figura 14C).

A Figura 14D mostra o meristema apical de parte aérea com intensa divisdo
celular, apresentando células de tamanho pequeno, isodiamétricas, paredes delgadas,

citoplasma denso e nucleo proeminente.
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Figura 1. Resposta morfogénica de explantes do epicotilo de plantulas de Cajanus

Figura 2.

cajan L. germinadas in vitro. A — Epicotilo seccionado em 5 segmentos;
B — Explante intumescido na extremidade proximal ap6s 8 dias de cultivo
independente do meio de cultura testado; C — Oxidacdo fendlica 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;
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Rizogénese na extremidade proximal de segmentos de epicoétilo de C.
cajan aos 32 dias de cultivo em meio controle na auséncia (0 uM) e em
adicdo (11,77 pM) de AgNOs. As médias seguidas de uma mesma letra
ndo diferem entre si, pelo tete F a 5% de significancia.
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Figura 3. Rizogénese na extremidade proximal de segmentos de epicotilo de C.
cajan L. cultivados em meio controle com adi¢éo de 11,77 uM de AgNO3
apos 32 dias de cultivo. A — Explantes do cv. Ando; B - Explantes do cv.
Fava Larga. Barras = 15 mm.

Figura 4. Calogénese nas extremidades proximal e distal de segmentos do epicétilo
de Cajanus cajan L. cultivados em diferentes meios contendo citocinina e
auséncia de AgNO3 ap6s 32 dias de cultivo. A, C e E — Explantes do cv.
Ando inoculados em meio MS acrescido de 2,22 uM de BAP, 22,22 uM
de BAP + 2,27 uM de TDZ e 2,27 uM de TDZ respectivamente; B, D e F
— Explantes do cv. Fava Larga inoculados em meio MS acrescido de 2,22
uM de BAP, 22,22 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ e 2,27 uM de TDZ
respectivamente; A seta indica a formacdo de fissuras ao longo do

explante (D). Barras = 5 mm. ep: extremidade proximal; ed: extremidade
distal.
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Figura 5. Calogénese em ambas as extremidades e organogénese na extremidade
proximal de segmentos do epicotilo de Cajanus cajan L. cultivados em
diferentes meios contendo citocinina e 11,77 uM AgNO3 ap6s 32 dias de
cultivo. A, C e E — Explantes do cv. Ando inoculados em meio MS
acrescido de 2,22 uM de BAP, 22,22 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ e
2,27 uM de TDZ respectivamente; B, D e F — Explantes do cv. Fava
Larga inoculados em meio MS acrescido de 2,22 uM de BAP, 22,22 uM
de BAP + 2,27 uM de TDZ e 2,27 uM de TDZ respectivamente. Barras =
5 mm. ep: extremidade proximal; ed: extremidade distal.
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Figura 6.

H Cultivar Ando M Cultivar Fava Larga
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Formagdo de brotagcbes na extremidade proximal de segmentos do
epicotilo de C. cajan L. (cultivares Ando e Fava Larga) cultivados em
meio MS suplementado com citocinina e nitrato de prata. As barras
verticais indicam os desvios padroes.

Figura 7.

Organogénese na extremidade proximal de segmentos do epicoétilo de
Cajanus cajan L. cv. Fava Larga cultivados em meio MS acrescido de
22,22 uM de BAP + 2,27 uM de TDZ e 11,77 uM de AgNO; ap6s 32
dias. A — Aspecto geral das brotacbes. B — Sec¢do longitudinal. As setas
indicam os primordios foliares. C - Diferenciacdo das gemas seguindo um
padrdo tipico de organogénese apresentando a continuidade vascular com
o tecido calogénico formado. D - Detalhe do meristema apical de parte
aerea com intensa divisdo celular. As setas indicam a formacdo de
tricomas. Barras = 3,0 mm (A); 200 um (D); 300 um (C); 400 um (B).
ma: meristema apical de parte aérea; cl: calo; tv: tecido vascular.
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4. Discussao

Apo6s 32 dias de cultivo, observou-se formacdo de raizes apenas no
tratamento controle (tanto na presenca quanto na auséncia de AgNOg), restrita ao
extremo proximal dos explantes. Resultados semelhantes foram obtidos por
Filismino (2005) ao cultivar segmentos de hipocétilo de maracujazeiro em meio
desprovido de fitorreguladores, observando que somente o extremo proximal foi
competente para 0 processo rizogénico em explantes cultivados nas orientagdes
horizontal e vertical. Segundo o mesmo autor, a aplicacdo de citocininas parece
desativar a polaridade fisiologica para a rizogénse, mas nao para a calogénese nesse
extremo, sugerindo que a adicdo de citocinina rompe a relagdo auxina:citocinina
endogena favoravel ao enraizamneto adventicio, estando de acordo com o postulado
de Skoog e Miller (1957).

A adicdo de AgNO;3 no tratamento controle, proporcionou a formacgdo de
maior numero de raizes comparado a auséncia deste. Resultados semelhantes foram
obtidos por Khalafalla e Hattori (2000) ao testarem o efeito do precursor do etileno
(ACC) e de trés inibidores (nitrato de prata, acido salicilico e cloreto de cobalto) no
enraizamento adventicio de brotacfes de Vicia faba. Os autores observaram que o
ACC inibiu a formacéo de raiz, e que, os inibidores do etileno proporcionaram a
formagéo das mesmas, sendo que em concentragfe apropriadas o0 AgNO3; promoveu
aumento no numero médio de raizes formadas por explante.

No processo organogénico de berinjela (Solanum melongena L.) a
incorporacdo de ACC no meio diminuiu a frequéncia de primérdios radiculares,
sendo o contrario observado com a suplementagdo dos inibidores AVG (aminoetdxi-
vinil-glicina) e STS (tiossulfato de prata), onde um incremento na frequéncia de
raizes foi induzido (Ribeiro 2006).

Resultados contrastantes foram obtidos por Pan et al. (2002). A adicdo de
etefon (5 x 10 M) proporcionou efeito estimulatério no enraizamento adventicio de
hipocdétilos de Vigna radiata. O efeito foi dependente do periodo em que o0s
explantes permaneceram expostos ao etefon, sendo os tratamentos de 0-6 h e 18-24 h
mais efetivos.

Quanto ao processo de calogénese nos extremos proximal e distal dos
explantes, todos os meios de cultura testados induziram a formacdo dos mesmos, mas

diferencas quanto a intensidade de calejamento foram evidenciadas. O meio
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contendo BAP (2,22 uM) associado com TDZ (2,27 uM) resultou na formacao de
calos visualmente maiores em ambas as extremidades quando comparado aos demais
meios. Apesar da ndo suplementacdo com uma fonte de auxina, a formacéo de calo
pode ser explicada possivelmente pela interacéo entre o balango hormonal endégeno
e ex0geno.

De fato, este resultado esta de acordo com aquele apresentado por Hong et al.
(2007), que obeservaram efeito sinergistico na inducdo de calos a partir de segmentos
do epicotilo e hipocotilo de soja (Glycine max) quando cultivados em meio acrescido
de citocininas. A combinacdo de BAP e TDZ possibilitou um maior percentual de
explantes com formagdo de calo visivelmente maiores (maior intensidade de
calejamento). Quando os explantes foram cultivados em meio contendo apenas BAP
ou TDZ, a formacao de calo também foi observada, mas em menor intensidade.

Epicotilos de Phaseolus angularis também mostraram-se responsivos a
formag&o de calos no extremo basal da maioria dos explantes quando cultivados em
meio contendo BAP e TDZ. A formacdo de calo também foi observada em meio
desprovido de reguladores de crescimento, mas em menor intensidade e frequéncia
quando comparado ao meios acrescido de ambas as citocininas (Mohamed et al.,
2006), o que esta de acordo com o presente trabalho onde se observou formacéo de
calos viasualmente menores em meio MS@.

Pdde-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 Garcia-Luis et al. (1999) em epicétilos de citrus, e por Filismino
(2005) em hipocétilos de maracujazeiro. Estes autores afirmaram que a resposta
morfogénica superior dada pelos explantes no extremo proximal pode estar
relacionada com a interacdo entre a orientacdo do explante no meio de cultura e a
polaridade fisiolégica dos extremos nesses segmentos (balango hormonal
auxina:citocinina endogeno diferente em ambos o0s extremos).

Em ambos os extremos, com a adi¢do de AgNOs a itensidade de calejamento
neste trabalho foi visualmente menor comparada a auséncia de AgNOj3 independente
do tratamento, A menor formagéo de calo esta de acordo com os resultados obtidos
por Kumar et al. (1998b) que ao cultivarem explantes foliares de Albizia procera em
meio de inducdo acrescido de 15 pM de AgNO3 observaram reducdo significativa na
formagéo de calo; em alguns casos, a regeneracdo das brotagdes em meio com

AgNO; se deu de forma direta, sem a formacao de tecido calogénico.
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A diminuicdo da frequéncia 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 AgNOs; no meio de cultivo, sendo a
concentracdo 6tima 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 adicdo de nitrato de prata no meio favoreceu o crescimento de
calos de Oryza sativa L., enquanto o ACC promoveu decréscimo significativo.

A formacdo de brotacdes adventicias no presente trabalho foi observada
apenas nos meios de cultura acrescidos de citocinina e AgNOs;, se restringindo ainda
ao extremo proximal dos explantes. Na presenca de AgNOs, 0 meio suplementado
com as duas citocinas (2,22 uM de BAP e 2,27 uM de TDZ) proporcionou a
formacdo de um maior nimero de brotaces e em maior frequéncia, quando
comparado aos demais. Resultados semelhantes quanto a formacdo de multiplas
brotagdes a partir da combinacéo 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 sinergistico na promocdo de maior nimero de brotacdes pode ser explicado
pelo modelo proposto por Nielsen et al. (1995). De acordo com esses autores as
citocininas BAP ¢ TDZ podem se ligar a uma proteina receptora (CBP, “Cytokinin-
binding protein”) que possui dois sitios de ligagao. Em um desses sitios se liga as
citocininas derivadas de adenina (BAP) e no outro, aquelas derivadas de feniluréias
(TDZ). Por esta razdo, a combinacdo de ambas é capaz de proporcionar a formacédo
de maior numero de brotacdes, devido possivelmente a ativacdo dos dois sitios da
proteina receptora.

Nos trabalhos citados anteriormente (Khalafalla e Hattori, 1999; Amutha et
al., 2003; Franklin et al., 2004), ndo houve a necessidade de adi¢cdo de AgNOj3 para a
formagéo das brotagdes, contrastando com os resultados obtidos no presente estudo,
onde a formacgdo das mesmas se deu apenas na presencga desse inibidor do etileno.
Esse resultado confronta também com aqueles obtidos por Mohamed et al. (2006),
onde segmentos de epicotilo de Phaseolus angularis foram capazes de formar
brotacdes em meio acrescido de BAP ou TDZ em ambas as extremidades, sendo que
no extremo apical esta se deu em uma maior frequéncia e de forma direta. Em ambos
os trabalhos, também ndo houve a necessidade de adi¢do de nitrato de prata para a

formacéo das brotacdes.
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A ndo formacdo de brotagdes nos explantes cultivados em meio com
citocininas desprovido de AgNOs, pode ser atribuida ao estresse causado nos
explantes durante o preparo dos mesmos, levando a producao de etileno nas placas, o
qual inibiu completamente a regeneracdo dos explantes, visto que na presenca de
AgNO3; a regeneracdo foi observada. O tipo de vedagéo utilizada no presente trabalho
também pode ter influenciado de sobremaneira no processo de regeneracdo. A baixa
troca de ar entre 0 ambiente externo e interno possibilitou possivelmente o acimulo
de compostos gasosos no ambiente in vitro. Aliado a isso, a adi¢do de citocininas no
meio de cultivo provavelmente cotribuiu para um aumento na producédo de etileno,
uma vez que a suplementacdo com citocininas sintéticas pode aumentar a producéao
deste horménio (Ferrante e Francini, 2006) sendo o TDZ considerado o mais
importante visto que sua habilidade em estimular a producéo deste gas € usada para
induzir a desfolha em algodao facilitando a colheita (Mok et al., 1982).

O efeito positivo da adicdo de AgNO; na regeneracdo de brotagdes
adventicias ja foi relatado para varias 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 organogénese de algumas leguminosas, a adicdo de AgNO3
promoveu resultados semelhantes quanto a inducdo de brotacdes. Pestana et al.
(1999), ao cultivarem explantes foliares de amendoim (Arachis hypogaea L.) em
meio de inducdo acrescido com diferentes concentragdes de AgNO; (1-10 uM),
observaram maior proliferacdo de brotacbes quando comparado ao meio sem a
adicdo deste inibidor. O efeito positivo do AgNO;z na inducdo de brotacdes
adventicias 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 diferenciacédo de brotacdes em cotilédones de Cicer arietinum L.,
mas inibiu o processo em epicotilo.

Os resultados mostrados em relagdo a inducdo de brotaces em meio
acrescido de fitorreguladores e AgNO;3 diferem efetivamente daqueles apresentados

por (Lin et al., 1997), onde a adi¢do de nitrato de prata (30-120 uM) no meio de

63



inducdo ndo proporcionou aumento na regeneracao de brotagdes em Alstroemeria L.
Os autores relataram ainda que em concentragdes elevadas de nitrato de prata (60 e
120 uM) a frequéncia de regeneracao foi significativamente diminuida.

Diante do exposto, pode-se concluir que os efeitos do etileno variam
marcadamente entre as espécies, podendo ser explicado por diferencas nas condigdes
experimentais, gendtipo e diferentes tipos de explantes utilizados.

O fato das brotacdes terem sido formadas apenas no extremo basal e na
presenca de AgNO3 podem ser considerado mais um reflexo da inibi¢do da acdo do
etileno por este composto. Sabe-se que o etileno pode degradar bem como reduzir a
sintese e o transporte da auxina (Riov e Goren, 1979; Taiz e Zeiger, 2004; Pedersen
et al., 2006), assim, com a adi¢do de AgNO3 a acdo dele provavelmente foi impedida
0 que de certo modo pode ter permitido o transporte polar da auxina endogena para a
base do explante onde a regeneracdo ocorreu. Esta observacao esta de acordo com as
encontradas por Palmer et al. (1992) onde a regeneracgéo de brotacdes foi observada
apenas na base do peciolo de folhas cotiledonares de Brassica campestris quando
cultivadas em meio acrescido com AgNOs.

As andlises histoldgicas realizadas revelaram a origem adventicia das gemas a
partir de um tecido calogénico, 0 que caracteriza o processo de organogénese
indireta. Garcia-Luis et al. (1999) e Saini e Jaiwal (2002) obtiveram resultados
semelhantes ao cultivarem segmento de epicétilo de citrus e Vigna mungo
respectivamente, na posicao horizontal. Esses autores relataram que a formacdo de
brotagdes no extremo basal dos explantes ocorreu de forma indireta e que estas
apresentaram conexdo vascular com o tecido calogénico.

Embora a adicdo de precursores bem como a mensuracdo dos niveis de
etileno ndo tenham sido realizados, as respostas obtidas no presente estudo podem
estar relacionadas ao efeito deste hormaonio.

Desse modo, sugere-se a utilizacdo de outras concentracbes de AgNO3; bem
como a de outros inibidores da a¢do ou até mesmo da biossintese do etileno, podendo
assim contribuir de maneira efetiva para o processo de regeneracdo de epicotilos de
guandu cvs. Ando e Fava Larga. Novos estudos com intuito de monitorar possivel
acumulo de etileno bem como a busca de alternativas no sentido de se evitar os

efeitos deste acimulo fazem-se necessarios.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condi¢bes experimentais em que os trabalhos foram conduzidos, 0s

resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

- Eixos embrionarios podem ser considerados promissores como fonte de explantes
ao processo de organogénese direta de guandu cvs. Ando e Fava Larga quando

cultivados em meio MS acrescido das citocininas BAP e TDZ.

- A utilizacdo combinada de BAP e TDZ possibilitou efeito sinergistico na inducéo
de brotacBes adventicias a partir de eixos embrionarios decapitados. Estas

apresentaram tamanho muito reduzido devido possivelmente a um efeito tdxico.

- As brotacGes induzidas a partir de eixos embrionarios cultivados em meio MS
suplementado apenas com BAP ou TDZ apresentaram folhas mais expandidas e

aspecto vigoroso.

- A adicdo combinada de BAP, TDZ e AgNO3; em meio MS proporcionou a
formacdo de multiplas brotagdes adventicias via organogénese indireta a partir de

segmentos de epicotilo de plantulas de guandu cvs. Ando e Fava Larga.

- A utilizacdo de AgNO3 se faz necessario para a inducdo de brotacdes adventicias a

partir de segmentos de epicotilo de plantulas de guandu cvs. Ando e Fava Larga.

O presente trabalho gerou informacdes relevantes para o desenvolvimento de
um protocolo eficiente de regeneracdo de guandu cvs. comerciais Ando e Fava Larga
via organogénese a partir de eixos embrionérios decapitados e segmentos de
epicdtilo. Os dados aqui apresentados servirdo de base para a realizacdo de novos
estudos com intuito de se aperfeicoar a eficiéncia de regeneracdo in vitro de guandu,

bem como as fases de alongamento e aclimatizagdo ex vitro.
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ANEXO

Tabela 1la. Resumo da analise de variancia do nimero de raizes formadas no extremo
proximal dos explantes cultivados em meio controle.

S.Q.
F.V. G.L. Q Q.M. F
Raiz
Cultivares 1 0,0063 0,0063  0,2278™
Residuo 8 0,2194 0,0274

Média 0,7083

CV (%) 23,3818
"™ Néo significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 1b. Resumo da andlise de variancia do numero de raizes formadas no extremo
proximal dos explantes cultivados em meio controle com adi¢do ou nédo de
nitrato de prata (AgNQO,).

F.V. G.L. S.Q. QM. F
N° de raiz

Cultivar 1 0,160 0,160  0,9632™

AgNO; 1 1,7640 1,7640  106,1940
Cultivar X AgNO; 1 0,0010 0,0010  0,0602"

Residuo 36 0,5980 0,0170

Média 0,345

CV (%) 37,558

“Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
™ Nao significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia do numero de brota¢Ges (atribuidas em notas de 0
a 3) formadas no extremo distal dos explantes cultivados em meio MS com
suplemento de BAP e/ou TDZ.

5.Q. Q.M. F

F.V. G.L.
Brotacdo Brotacéo
Cultivares 1 0,3284 0,3284 8,7874™
Meios de cultivo 5 9,1768  1,8354 49,1163"
Cultivares X Meios de cultivo 5 0,1780 0,0356  0,9524™
Residuo 48 1,7936 0,0374
Média 0,6988
CV (%) 27,6627

“Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.
"™ N&o significativo a 5% de probabilidade, pelo testet F.
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