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FARIAS, Francine Lunardi. Cultura de tecidos em Phaseolus vulgaris L. visando a
regeneracio e a androgénese in vitro. 2009. 82f. Dissertacdo (Mestrado em Genética,
Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) — Pés Graduagao — IAC.

RESUMO

Protocolos otimizados de regeneracdo de plantas a partir de células de plantas de feijao
(Phaseolus vulgaris L.) permitem a utilizagio da engenharia genética para
transformacgdo dessas plantas e a obtencdo de hibridos somaticos pela fusdo de
protoplastos. A disponibilidade de um protocolo estabelecido para a androgénese em
feijao permite a obtencao de hapléides e duplo hapléides, o que certamente encurtard o
tempo para obten¢do de um cultivar de feijao. O presente trabalho teve por objetivos
melhorar e adaptar um protocolo de regeneracdo in vitro e estabelecer um protocolo
para androgénese em feijdo. Dessa forma, para estudos de regeneracdo in vitro,
utilizando o cultivar IAC-Alvorada, em camadas finas de células, foram testadas as
regides nodais das folhas primarias e entre os cotilédones e folhas primadrias. O efeito de
diferentes concentracdes de 6-BA, TDZ e 4cido ascérbico também foram avaliados.
Para a proliferagdo das gemas axilares a partir de dpices meristemdticos de caule, foi
avaliado o efeito de dois diferentes meios, contendo GAs; ou GAj, 6-Ba e AgNOs.
Observou-se uma freqiiéncia média de 51% de regeneracdo via organogénese in vitro a
partir da regido nodal das folhas primarias do cultivar IAC- Alvorada. O 4cido ascérbico
foi mais eficiente no controle da oxidacdo nas concentracdes de 0,14 uM e 0,3 uM para
explantes da regido nodal das folhas primérias. O meio de germinacdo contendo 5 uM
de 6-BA foi mais eficiente na proliferacdo de gemas axilares em meio de indugdo
acrescido com 10 uM de TDZ. O meio de proliferacdo de gemas axilares, a partir de
apices meristematicos de caule, contendo 1 uM de 6-BA, 3 uM de GAj; e 10 uM
AgNO;3, propiciou maior numero de brotos (8,3) em relacdo ao meio contendo somente
3 uM de GA; (3,4). Para estudos de androgénese, utilizando o cultivar IAC- Alvorada,
primeiramente foi testada cultura de anteras intactas e realizados estudos da relacdo
entre tamanho de botdo floral e estddio de desenvolvimento do micrésporo e choque
térmicos de frio (8+2°C). Posteriormente, foi realizada a cultura de micrésporos isolados
em meios complexos K8 e K8P. Foi observado que a cultura de anteras ndo foi
eficiente, no presente estudo, para estudos de androgénese em feijao, uma vez que foi

verificada interferéncia de tecidos somaticos. Botdes florais de tamanho entre 2,5 e 4,5

Xiv



mm apresentaram micrésporos mononucleados. O periodo de seis dias de choque
térmico de frio a (8+2°C) propiciou aumento de 6,2% de micrésporos induzidos em
relacdo a testemunha. A cultura de micrésporos isolados na forma liquida e gotas de
agarose (0,6%) em meio K8-P e em meio K8 na forma de gotas de agarose (0,6%)
proporcionaram modificagdes estruturais nos micrésporos que se assemelharam a
divisdes celulares. Essas técnicas biotecnoldgicas podem ser ferramentas de grande
auxilio em programas de melhoramento de feijao, uma vez que o feijao apresentou
respostas positivas ao cultivo in vitro. Verifica-se, portanto, a necessidade da
continuidade destes estudos, visando assim estabelecer métodos confidveis que possam

ser reproduzidos.

Palavras-Chave: feijao, organogénese in vitro, cultura de micrésporos, duplo-
hapldéides.
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FARIAS, Francine Lunardi. Tissue culture in Phaseolus vulgaris L. aiming the
regeneration and androgenesis in vitro. 2009. 82p. Dissertation (Master Program in
Genetics, Plant Breeding and Biotechnology) — Postgraduate — IAC.

ABSTRACT

Efficient protocols for regeneration via organogenesis from bean (Phaseolus vulgaris
L.) plants cells allow us the use of genetic engineering for the transformation of those
plants and to get somatic hybrids through protoplast fusion. The availability of the
efficient androgenesis protocols for bean plants allow us to obtain haploids and double
haploids plants and it is important because decreases the time to get a new cultivar. The
objective of this work was to adapt and to improve the in vitro regeneration protocol
and to establish a protocol for androgenesis in bean. For studies of the in vitro
regeneration, using the IAC-Alvorada cultivar, in transverse thin cell layers (tTCL’s),
was tested the nodal regions of the primary leaves and between the primary leaves and
cotyledon. The effect of the different concentrations of the 6-BA, TDZ and ascorbic
acid was studied too. For the proliferation of the axillary buds from meristematic apices
of the stem was evaluated the effect of the two different medium containing GAsz or
GA3, 6-BA and AgNO:s. In this work it was verified that tTCL’s from the nodal region
of the primary leaves of the IAC-Alvorada cultivar was efficient, with the average
frequency of the 51% of the regeneration for organogenesis in vitro. The ascorbic acid
was more efficient in control of the oxidation in the 0,14 uM and 0,3 uM concentrations
for explants from the nodal region of the primary leaves. The germination medium
containing 5 uM of the 6-BA was more efficient in the proliferation of the axillary buds
in the medium of induction increased with 10 uM of the TDZ. For the proliferation of
the axillary buds from meristematic apices of the stem, the medium supplemented with
1 uM of the 6-BA, 3 uM of the GAz and 10 uM of the AgNOs; resulted in the great
number of shoots (8,3) compared with the medium that had only 3 uM de GA; (3.4).
For androgenesis studies, using the IAC-Alvorada cultivar, firstly it was tested the
anther culture, the size of the flower button and relation with the development of the
microspore and the thermal shock (8+1°C) in the microspores. Subsequently was made
the culture of isolated microspores in complex medium K8 and K8P. It was observed
that the anthers culture was not efficient for the androgenesis, because it was verified

the somatic tissue interference. The flower buttons of size between 2,5 to 4,5 mm
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presented mononuclear microspores. We observed that the microspores that received
thermal shock (8+1°C) for six days presented greater number of induced microspores
than the witness. The microspore culture in the liquid form and drops of agarose (0,6%)
in medium K8-P and in medium K8 in the drops of agarose (0,6%) provide structural
modifications in the microspores that are similar with the cellular division.
Biotechnological techniques are important tools for bean crop breeding of bean because
it showed positive responses to the in vitro cultivation. It is necessary to continue these

studies aiming consistent methods that can be reproduced.

Key Words: common bean, organogenesis in vitro, microspore culture, double-haploid
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1 INTRODUCAO

O Brasil destaca-se na produ¢dao mundial de feijao (Phaseolus vulgaris L.) e,
também, por encontrar nesta leguminosa uma alta fonte de proteina vegetal, é
considerado o maior consumidor. A producdo brasileira de feijdo referente a safra de
2007/08 foi 3,6 milhdes de toneladas em uma édrea de aproximadamente 3,9 milhdes de
hectares, distribuidos em todos os Estados brasileiros. No entanto, a média nacional de
produtividade foi considerada baixa, em torno de 885 kg/ha, embora algumas regides
tenham atingido aproximadamente 1.800 kg/ha.

Durante muitos anos se tem atribuido o aumento de produtividade de feijao
principalmente aos esforcos despendidos pelos programas de melhoramento genético da
cultura, pela alta taxa de aplicacdo de insumos agricolas (fertilizantes, herbicidas e
pesticidas), mecanizacdo e a melhoria das praticas agricolas.

O melhoramento genético do feijdo vem buscando responder ou atender
demandas especificas dos produtores. Um cultivar de feijao deve atender as
caracteristicas de produtividade, de resisténcia as principais doencas da cultura, tal
como antracnose € mancha angular, qualidade tecnoldgicas (como reducao no tempo de
cozimento), qualidades nutricionais (aumento de proteinas e fibras) e tipo de caldo. A
escolha de critérios racionais e eficientes para a identificacdo de linhagens superiores a
serem utilizadas em cruzamentos facilita o trabalho do melhorista. Além disso, a
escolha de genitores com maior potencial genético para recombinagdo aumenta a chance
de obtencdo de cultivares mais produtivos e estdveis, bem como facilita a selecao dos
genotipos com caracteristicas agrondmicas desejaveis.

Apesar dos programas de melhoramento genético de feijao contribuirem de
forma clara para progresso de produtividade da cultura, seus trabalhos sofrem
influéncias negativas pela baixa heranca de caracteres de importincia, como os de
componentes de produtividade e produtividade total, além de outros fatores de
resisténcia a fatores bidticos e abidticos. Além de que, por se tratar de uma espécie
autégama sao necessarios em torno de 8 ciclos de autofecundacdo para que o gendtipo

se encontre estdvel e com seus genes em homozigose.



Alternativas na busca de novos patamares de produtividade podem ser obtidas
pela realizagdo de cruzamentos interespecificos, os quais sdo de grande importancia
para a introducdo de, principalmente caracteres de resisténcia a doengas, seca e solos
com baixa fertilidade, provenientes de materiais selvagens. No entanto, problemas como
abortamento de embrido € comum nestes cruzamentos.

Neste contexto métodos e sistemas biotecnoldgicos podem ser ferramentas muito
uteis aos programas de melhoramento genético a fim de superar essas limitagdes e
impulsionar o progresso da cultura. Algumas das principais vantagens que podem ser
obtidas sdo: aumento a resisténcia ou tolerancia as doencas e pragas, bem como a
estresses ambientais, melhoria da qualidade de sementes e arquitetura de plantas,
alteracdo no modo de reproducdo ou desenvolvimento de esterilidade citoplasmatica
(VELTCHEVA et al., 2005).

As técnicas de cultura de tecidos, as quais t€m sido ferramentas muito valiosas
para o melhoramento genético de muitas espécies, podem incrementar e acelerar a
obtencdo de cultivares melhorados de feijao. A utilizagdo de técnicas biotecnoldgicas
como ferramenta para o melhoramento genético do feijao pressupde a disponibilidade
de protocolos eficientes. Protocolos otimizados de regeneracdo de plantas a partir de
células e tecidos do feijdo permitem a utilizacdo da engenharia genética para
transformagao dessas plantas e a obtengdo de hibridos somadticos pela fusdo de
protoplastos, além da multiplicacdo in vitro. Protocolos otimizados para a androgénese
em feijdo vao permitir a obtencdo de hapldides e duplo hapldides, o que certamente
encurtard o tempo para obtencdo de um cultivar de feijdo.

Em 2008 o IAC registrou o cultivar de tipo de grao carioca IAC-Alvorada que
apresenta alto potencial produtivo (4.351 kg/ha) e estabilidade de producdo. Apresenta
resisténcia moderada as principais doencas do feijoeiro e excelente qualidade
tecnoldgica, com graos cheios (27,5 g/100 sementes) e resisténcia ao escurecimento.
Este cultivar mostrou-se competente ao cultivo in vitro em estudos preliminares. Devido
a esta competéncia e as caracteristicas agrondmicas e tecnoldgicas de interesse, foi o
escolhido para o presente estudo.

Desta maneira, o presente trabalho teve por objetivos: a) estudar e otimizar um
protocolo de regeneracdo de plantas de feijdo, baseado no proposto por CRUZ DE
CARVALHO et al. (2000), estudando parametros e adaptando-o as condi¢des de

trabalho do programa de melhoramento de feijao do IAC; b) Estabelecer um protocolo



para a obtenc¢do de hapléides ou duplo — hapléides de feijao via cultura de micrésporos,

partindo de estudos basicos até o cultivo de micrésporos isolados.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijao (P. vulgaris L.)

O feijao comum (P. vulgaris L.) € uma planta que pertence a familia fabaceae,
subfamilia faboideae e género Phaseolus, origindria do continente americano.
Admitem-se dois locais de domesticacdo para esta cultura, sendo um Andino e um
Mesoamericano. Seu ciclo varia de 61 a 110 dias, o que o torna segundo AIDAR
(2007), uma cultura apropriada para compor desde sistemas agricolas intensivos
irrigados, altamente tecnificados, até aqueles com baixo uso tecnolégico, principalmente
de subsisténcia.

Segundo dados do CONAB, em relacéo a safra brasileira, o feijdo das dguas (1°
safra), com semeadura em agosto/setembro ocupou uma drea de 1.300.000 ha, com
producio de 1.240.000 toneladas e produtividade média de 953 kg.ha'. O feijdo da seca
(2* safra), com semeadura em janeiro/fevereiro ocupou uma drea aproximada de
1.860.000 ha, com producdo de 1.440.000 toneladas e apresentou produtividade média
de 774 kg.ha'. O feijéo de inverno (3" safra), com semeadura em abril/maio, apresentou
uma area utilizada para semeadura de 820.500 ha, com uma producdo de 827.000
toneladas e produtividade média de 1.010 kg.ha™'.

No estado de Sao Paulo, o cultivo e a colheita do feijao se concentram nas trés
safras, ou seja, épocas das dguas, da seca e de inverno de acordo com o zoneamento
ecologico (PINZAN et al., 1994). Segundo a CONAB - Companhia Nacional de
Abastecimento, a producado para o Estado de Sao Paulo referente a safra de 2007/2008 o
feijdo das dguas (1" safra), apresentou uma producdo de 100.300 toneladas e
produtividade média de 1.441 kg.ha' em uma drea total de 69.600 ha; o feijao da seca
(2" safra), ocupou uma drea de 50.000 ha, com uma producgido de 80.800 toneladas e
produtividade média de 1.616 kg.ha, e o feijao de inverno (3" safra), com drea utilizada
para semeadura de 59.300 ha, produgdo de 96.000 toneladas, apresentando
produtividade média de 1.618 kg.ha™.

O produto final da cultura é o grio de feijao, um dos alimentos basicos de varios

povos, principalmente do brasileiro, constituindo a sua principal fonte de proteina



vegetal. O teor protéico encontrado nas sementes varia de 15 a 33%, € um alimento
energético e fonte de vitaminas e minerais (ARAUJO et al., 1996)

Dentre as diferentes espécies do género Phaseolus, o feijdo comum € a espécie
mais cultivada e segundo dados da FAO existem 107 paises produtores. O Brasil
destaca-se na sua producdo e é considerado o maior produtor seguido do México
(YOKOYAMA, 2007).

Devido a sua importancia na alimentacdo humana, tem merecido grande
destaque no cendrio nacional e internacional por suprir as necessidades dos
consumidores como fonte basica e barata de proteinas e calorias. E um produto de alta
expressdo econdmica e social, visto que, juntamente com o arroz, ¢ a base da
alimentacdo nacional, fornecendo ricas quantidades de proteina vegetal e carboidratos.
E ainda complementar em termos de aminodcidos essenciais, sendo considerado por
especialistas, de excelente valor nutritivo. Além da importincia do feijdo na
alimentag@o da populacdo brasileira e mundial, a cadeia de produgdo, beneficiamento e
comercializa¢do, geram ocupacdo e renda, principalmente a classe menos privilegiada
(FACHINI et al., 2006).

De acordo com WANDER (2006), o feijao sempre fez parte da dieta dos
brasileiros, no entanto, nos ultimos anos observa-se uma redu¢do constante no consumo
per capita de feijao. Entre o periodo de 1975 a 2002 essa reducdo foi de 12%, onde o
consumo que estava em torno de 18,5 kg/hab/ano caiu para 16,3 kg/hab/ano. Em nivel
mundial essa reduc¢do foi de 18% e o consumo passou de 2,8 kg/hab/ano em 1975 para
2,3 kg/hab/ano. Atualmente o consumo desta leguminosa ndo ultrapassa os 16
kg/hab/ano, preocupando a sua cadeia produtiva.

O feijao comum € cultivado ao longo do ano, na maioria dos estados brasileiros,
proporcionando constante oferta do produto no mercado. A Regido Sul ocupa lugar de
destaque no cendrio nacional, seguido pelas Regides Sudeste, Nordeste, Centro-Oeste e
Norte, respectivamente.

No Brasil, a preferéncia do consumidor € regionalizada e diferenciada
principalmente quanto a cor, o tamanho e o brilho do grao. O feijao de tegumento preto
€ mais popular no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, sul e leste do Parand, Rio de
Janeiro, sudeste de Minas Gerais e sul do Espirito Santo. No restante do pais, este tipo
de grdo tem pouco valor comercial ou aceitagdo. Os feijoes de grio tipo carioca sao

aceitos em praticamente todo o Brasil, sendo que 53% da area cultivada é semeada com



este tipo de grao. O feijao mulatinho € mais aceito na Regido Nordeste e os de tipo roxo
e rosinha sdo mais populares nos estados de Minas Gerais e Goids (AIDAR, 2007).

Na producio internacional de feijoes, sdo plantados anualmente, em média, 27
milhdes de hectares, colhendo-se aproximadamente 20 milhdes de toneladas, em mais
de 100 paises. Deste total, 60% da producdo mundial se concentram em seis paises:
Brasil, fndia, China, Mianmar (antiga Birméania), México e Estados Unidos (PICHEL,
2006). Diferentemente do que ocorre no Brasil, na India e no México, que consomem
praticamente tudo o que produzem, ainda importam quantidades considerdveis do
produto. Paises como os Estados Unidos, Canad4, Argentina, Chile, Mianmar e
Austrélia sdo os principais exportadores.

O melhoramento genético do feijao no Brasil é realizado por institui¢des
publicas e privadas de ambito nacional e estadual. O objetivo destas pesquisas é
produzir novas cultivares de feijao que sejam produtivas e estdveis quanto a producao,
porte ereto de planta visando facilitar a colheita mecanica, alta qualidade tecnoldgica de
grao com boa aceitacdo comercial e resisténcia multipla as principais doengas do feijao,
principalmente para antracnose, mancha angular, murcha de fusarium. Para alcancar
estes objetivos, estas institui¢des organizam equipes multidisciplinares de pesquisadores
das dreas de melhoramento, fitopatologistas, entomologistas, fitotecnistas e
recentemente, biotecnologistas, bioestatisticos e quimicos/nutricionistas. Institui¢des
que ndo possuam estes pesquisadores tém procurado aperfeicoar parcerias
interinstitucionais para atingir estes objetivos.

Apesar da sua importancia nutricional, a sua producao vem decaindo no Brasil e
regides Andinas, e esse decréscimo € resultado de doengas, ataque de insetos,
deficiéncias nutricionais e falta de tolerancia a seca. Em conseqiiéncia disso, hd grande
interesse na introdug¢do de caracteristicas agrondmicas uteis no feijao por meio de
melhoramento tradicional e engenharia genética (ARAGAO et al., 1996).

Para tanto para se obter sucesso na transformagdo genética de plantas hd a

necessidade de um protocolo eficiente de regeneragao de plantas completas.

2.2 Desenvolvimento de plantas via micropropagaciao pela proliferacio de gemas
pré-existentes em feijao (P. vulgaris L.)

Um dos mais interessantes e importantes aspectos da cultura in vitro de células e
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tecidos € a capacidade de regenerar e propagar plantas a partir de células e tecidos

z

cultivados. O mais simples tipo de propagacdo in vitro de plantas é o estimulo ao



desenvolvimento de gemas axilares. Essa técnica utiliza a rota ontogénica normal para o
desenvolvimento de ramos pelos meristemas axilares. As gemas axilares sofrem
tratamento com hormonios para haver a quebra da dorméncia e produzem brotos a partir
desses ramos (PHILLIPS & HUBSTENBERGER, 1995).

A proliferacdo in vitro de plantas inteiras, a partir da cultura de gemas e
meristemas, ¢ basicamente uma extensdo da propagacdo vegetativa feita em muitas
espécies. Esta metodologia vem sendo aplicada em grande nimero de plantas herbaceas
e lenhosas, sendo geralmente o mais ripido, eficiente e confidvel método de
micropropagacio (HUSSEY, 1986).

O feijao foi considerado durante muito tempo como recalcitrante a regeneracao
in vitro. HAMMATT et al. (1986) sugeriu que a recalcitrancia de grande nimero das
leguminosas pode ser resultado dos seus histéricos de autofecundagdo e sele¢do para
alta performance dos genétipos, levando a uma reducdo da variabilidade genética nos
cultivares modernos.

As populagdes e suas estruturas genéticas sao entidades dindmicas. O processo
do fluxo génico, o isolamento genético, a deriva genética, a selecdo e a mutacdo estdo
continuamente agindo e modificando a biodiversidade das populagdes, quer estejam elas
sob 0o manejo do homem quer estejam isoladas na natureza. No longo prazo, €
praticamente impossivel manter, de forma estética, a variabilidade genética presente nas
populacdes (Borém, 2007). O homem tem alterado os rumos evolutivos de muitas
espécies, especialmente daquelas que foram domesticadas (Baker, 1972; Ledig, 1992).

Alguns autores, como Brown (1992), argumentaram que seria dificil encontrar
uma espécie que nao tivesse sido alvo, de alguma forma direta ou indireta, de selecdo.
Durante a domesticacdo das espécies, algumas divergiram profundamente dos seus
ancestrais como resultado da sele¢do dirigida pelo homem (Borém, 2007) Em geral,
essa selecdo torna as espécies mais udteis a0 homem, porém com menor habilidade de
sobrevivéncia em competi¢cdo ou em ambientes silvestres (Raamsdonk, 1995).

Somente a partir da década de noventa € que trabalhos sobre regeneracao in vitro
de feijao, com resultados mais consistentes comecaram a surgir. Resultados
preliminares de regeneracdo via cultura de meristemas em P. vulgaris L. foram
realizados por KUENEMAN (1976), HERSELMAN & MIENIE (1995) e GRUM et al.,
(1998), os quais desenvolveram procedimentos para produc¢do de sementes livres de
patégenos por cultura de meristemas, principalmente para a eliminacdo da

patogenicidade por bactérias.



CROCOMO et al. (1979) apontaram a variagdo na taxa de auxina/citocinina
como controladora do desenvolvimento in vitro de eixos embriondrios de feijdo.
BENEDICIC et al. (1997) encontraram que a inducdo de gemas é dependente das
concentracdes de 6-benzyl-amino-purina (6-BA) e acido giberélico (GA3)

KARTHA et al. (1981) relataram a obtencdo de plantas desenvolvidas a partir de
meristema apical de P. vulgaris L. tendo como objetivo a criopreservacdo de
germoplasma, e esse sucesso foi atribuido a adicio de 6-BA ao meio de cultura.
MARTINS & SONDAHL (1984a) desenvolveram plantas a partir de meristemas
axilares.

ALLAVENA (1984) e MARTINS & SONDAHL (1984b) observaram os
primeiros estddios de embriogénese somdtica em calos e culturas de células em
suspensao de feijao, porém esses embrides ndo se desenvolveram em plantas.

Em 1985, RUBLUO & KARTHA observaram a caracteristica de genétipo
dependéncia em diferentes meios de regeneracdo. RUIZ et al. (1986) estudou a
capacidade de regeneracdo de seis gendtipos de feijao cultivados em meios contendo
diferentes fitorreguladores (2,4- D, NAA, cinetina e 6-BA) e a regeneracdo da parte
aérea foi observada em meio suplementado com 6-BA.

Modificacdo no estadio fisiologico inicial das plantas é um dos fatores que pode
afetar a capacidade regenerativa in vitro (MALIK & SAXENA, 1991; MOHAMED et
al., 1992a,b, 1996; ZHANG-ZHANG et al., 1997; SANTALLA et al., 1998; CRUZ de
CARVALHO et al., 2000). Estudos também estabeleceram como crucial a taxa de 6-
BA, Thidiazuron (TDZ) e CPPU em pré-cultivos para a determinagdo da regeneracao in
vitro, porém os mecanismos fisiolégicos e moleculares ligados ao uso de citocininas no
pré-cultivo de plantulas ainda sdo desconhecidos.

MALIK & SAXENA (1992) apresentaram um novo protocolo onde
acrescentaram ao estudo o uso da citocinina sintética TDZ, visando assim aumentar o
nimero de brotacdes por explantes que se limitavam de quatro a oito. Um aspecto
notdavel deste protocolo de desenvolvimento de plantas € a diferenciacdo direta de
brotagdes a partir de plantulas intactas eliminando-se a necessidade de preparar o
explante. Com uma concentra¢do de 10uM de TDZ, 30 e 46 brota¢des foram produzidas
da gema axilar e do dpice do caule, respectivamente, apds quatro semanas de cultura,
enquanto que para a melhor concentracdo de 6-BA (80 uM) foi obtido no maximo 30

brotos.



MOHAMED et al. (1992a) propuseram um novo protocolo para multiplicagdao
de gemas e desenvolvimento de plantas de P. vulgaris e P. acutifolius a partir de eixos
embrionarios de 1 a 2 mm cultivados em meio Bs (GAMBORG et al., 1968)
suplementado com 6-BA. Nesse trabalho os autores observaram que explantes do
gendtipo Xan - 159 e linhagens de P. acutifolius expressaram uma alta competéncia
para a multiplicacdo de brotos e formagdo de novas gemas em comparacdo com as
outras linhagens de P. vulgaris avaliadas, onde foi possivel obter de seis a oito
brotagdes por explante. Devido a isso, tais autores propuseram que essa competéncia
relatada do gendtipo Xan - 159 ocorre pela sua relagdo genética com o P. acutifolius,
pois € um material derivado de um cruzamento interespecifico entre P. vulgaris e P.
acutifolius.

Para desenvolvimento das brotacdes obtidas MOHAMED et al. (1992b)
utilizaram um meio secunddrio acrescido de 2 uM 6-BA e 4 uM GA3 e obtiveram um
crescimento uniforme de parte aérea, porém ndo houve formacio de raizes. Com essa
combinacdo de 6-BA e GAj; foi observado um rdpido alongamento em duas semanas,
porém os brotos apresentaram drea foliar reduzida e quando permaneceram mais que
uma semana nesse meio, as plantas comecaram a ficar muito alongadas, finas e com
folhas amareladas.

A partir de entdo alguns autores como MOHAMED et al. (1992a,b) propuseram
que o feijao era recalcitrante a regeneragdo in vitro € que somente os gendtipos
resultantes do cruzamento interespecificos entre P. vulgaris e P. acutifolius, familia
Xan, eram responsivos a regeneracao in vitro, tratando-se assim de uma heranca do P.

acutifolius.

2.3 Regeneracio de plantas via organogénese in vitro em feijao (P. vulgaris L.)

A regeneragdo de plantas na cultura de tecidos pode ser obtida pela cultura de
secoes de tecidos sem um meristema pré-formado (origem adventicia) ou de calos ou
cultura de células (origem de novo) (PHILLIPS & HUBSTENBERGER, 1995).

Segundo esses mesmos autores a regeneracdo adventicia ocorre em tecidos
menos usuais na cultura de tecidos como internddios, haste das folhas, cotilédones ou
zona alongada da raiz, onde os meristemas ndao ocorrem naturalmente. A regeneracao
adventicia de plantas é freqiientemente dependente da presenca de tecidos organizados

no explante. Em comparagdo a regeneragao de novo ocorre a partir de células de calos e



de cultura de células na auséncia de tecidos organizados. Independente de ser adventicia
ou de novo a regeneragdo ocorre por um desses dois processos.

A organogénese € o processo pelo qual um ser vivo dard origem aos seus 6rgaos,
no caso das plantas o caule, raizes, folhas, flores e frutos. A organogénese in vitro nada
mais € do que tentar reproduzir esse processo artificialmente através da manipulacao
dos reguladores de crescimento em meio de cultura. Em plantas esse processo s6 foi
possivel de ser realizado ap6s um conhecimento mais aprofundando desses reguladores.
SKOOG & MILLER em 1957 demonstraram que a formacdo de dois 6rgdos in vitro,
caules e raizes eram controlada pelas concentracdes relativas entre auxina e citocinina
(PERES, 2002).

A organogénese in vitro pode ser dividida em dois processos diferentes, a
organogénese direta onde o explante ja possui células meristematicas, e a organogénese
indireta quando ha a necessidade de desdiferenciacdo do explante, com a conseqiiente
formacdo de calo prévia ao estabelecimento das células competentes (PERES, 2002).

A habilidade de fazer com que células de plantas formem 6rgaos e até plantas
inteiras € uma importante ferramenta no melhoramento de qualquer espécie, permitindo
0 acesso a técnicas como a mutagénese in vitro, sele¢do in vitro, utilizagdo de variantes
somaclonais, rdpida micropropagacdo e em especial a transformacdo genética
(GAMBORG & PHILLIPS, 1995).

O estabelecimento de um sistema eficiente de regeneracdo de plantas de P.
vulgaris L. pode contribuir grandemente com o avancgo da cultura do feijdo, visto que
técnicas biotecnoldgicas altamente dependentes disso, como a transformacgdo genética e
a fusdo de protoplastos poderiam ser incluidas como ferramentas de auxilio aos
programas de melhoramento genético.

Um explante especifico é necessdrio para se obter sucesso na regeneracdo de
muitas espécies ou variedades de plantas (GENGA & ALLAVENA, 1991). A idade e o
estado fisiologico da planta doadora podem contribuir para o sucesso da organogénese
in vitro.

Trabalhos prévios tém descrito que a expressdao de genes ligados a regeneracao
em plantas ¢ modulada pelas citocininas. Mudangas nos padrdes de proteinas foram
observadas em explantes quando cultivados na presenca desses hormonios
(FERNADEZ-CASO et al., 1996).

O primeiro trabalho de regeneracao via organogénese direta de feijao P. vulgaris

L. foi realizado por CROCOMO et al. (1976) onde somente foram regeneradas duas



plantas oriundas de explantes de folha em um meio contendo extrato de semente de
feijdo cuja composicao é desconhecida.

MALIK & SAXENA (1991) obtiveram regeneracdo via organogénese direta, de
plantas, do cultivar de feijao “Kinghorn”, utilizando como explantes o peciolo com uma
por¢cdo do limbo foliar, cultivados em meio MS (MURASHIGUE & SKOOG, 1962)
suplementado com 6-BA (6-Benzilaminopurina) e gelrite como agente geleificante.

MOHAMED et al. (1992b) estudaram o pré -condicionamento no escuro e a
acdo de hormonios como o CPPU e o TDZ na organogénese direta de explantes nodais
de plantulas de feijao e de feijao-vagem (Vicia faba). Neste trabalho, os hormdnios
vegetais foram testados no meio de germinagcdo das sementes como j4 verificado por
MALIK & SAXENA (1992). Os explantes utilizados constaram do né cotiledonar e n6
primdrio, os quais foram entdo raspados nas regides axilares para romper qualquer
meristema pré-existente e estimular a organogénese adventicia. Esses autores
verificaram que concentragdes de 2,5 e 5 uM de CPPU e TDZ foram inadequadas para a
regeneracdo de plantas e, portanto fizeram testes com concentracdes mais baixas, ou
seja: 0,25; 0,5; 0,75 e 1 uM. As plantulas que se desenvolveram no escuro possuiam nés
claramente distinguiveis e brotagdes axilares longas que foram facilmente removidas. A
maior porcentagem de explantes regenerativos e de brotacdes por explantes foram
observados para os explantes de nds cotiledonares provenientes de sementes germinadas
no escuro. Para nenhum desses parametros houve diferenca significativa entre as
concentracdes de TDZ ou CPPU.

KLU (1997) desenvolveu plantas de feijao via organogénese direta de tecidos
dos nés cotiledonares. Estudos histoldgicos de gemas desenvolvidas de células dos nés
cotiledonares revelaram a natureza adventicia dessas estruturas.

ARAGAO & RECH (1997) verificaram que a utilizacdo de altas concentracdes
de 6-BA na indu¢do a multiplicacdo de brotos produziu brotos finos e abscisdo dos
mesmos. Esse fato pode estar relacionado com a producdo de etileno, desde que a
sintese de etileno € estimulada pelas citocininas (IMASEKI et al., 1975).

Segundo SANTALLA et al. (1998) nés cotiledonares sdo um sistema eficiente
para propagacao de P. vulgaris e P. coccineus, o qual pode ser explorado para formagao
de multiplos hibridos em ambas espécies.

Mais recentemente, CRUZ DE CARVALHO et al. (2000) desenvolveram um
protocolo de desenvolvimento de plantas de feijao via técnica de camadas transversais

finas de células (tTCL-Transverse thin cell layer). Esses autores afirmaram obter uma
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média de 68 brotos bem desenvolvidos por plantula, atestando assim uma alta
freqiiéncia de multiplicacdo de gemas. O cultivar utilizado no trabalho foi o feijao
‘Carioca’, porém sem especificacdo de gendtipo, onde os explantes (epicétilos fatiados)
foram repicados a cada duas semanas para meios frescos de diferentes formulagdes.
Desde a germinacdo da semente até a aclimatacdo em casa de vegetacdo levam-se ao
todo 11 semanas. Os meios sdo compostos de hormonios vegetais como TDZ, 6-BA,
GA3 e NAA (4cido naftaleno-acético). Nesse caso trés fatores foram primordiais para
alterar a eficiéncia do método: a germinacdo das sementes com TDZ, utilizacdo de
explantes na forma de tTCL’s e aplicacdo de 6-BA e AgNO; para o desenvolvimento
dos brotos. Embora tenham observado uma freqiiéncia alta de multiplicacdo de gemas
em um determinado explante, nao relataram a porcentagem de explantes responsivos, o
que € fundamental para um protocolo eficiente de transformagao genética.

VELTCHEVA & SVETLEVA (2005) cultivando o peciolo, como explante, por
duas semanas em meio de inducdo, MS suplementado com 2 pm de TDZ, 0,6 um de
NAA e 2 um de Paclobutrazol, obteve a maior média de nimero de brotos total, 27,3
com uma média de 3,11 brotos por explante. Calos organogénicos, obtidos desse meio
de indugdo, foram classificados como marrons-verdes com estruturas granulares.
Andlises histolégicas mostraram que tais calos foram constituidos de agrupamentos de
células em desenvolvimento de brotos e ndo de células desorganizadas.

O primeiro protocolo de organogénese de novo de células desdiferenciadas de
calos foi publicado por MOHAMED et al. (1993). Esses autores descreveram a
organogénese em calos induzidos a partir de explantes de pedicelo para duas linhagens
de feijdo Xan - 159 e GN ’Tara’. Foi o primeiro trabalho apresentando organogénese a
partir de calos. Nesse trabalho os autores testaram a utilizacdo dos meios: B-5 e MS
contendo TDZ e/ 6-BA e/ ou AIA. Esses autores também utilizaram o 4cido ascérbico
(0,42 uM e 0,84uM) como antioxidante no meio de cultura, o que propiciou um
aumento na proliferacdo dos calos de quatro para seis repicagens.

ARELLANO & FUENTES (2008) relatam um protocolo de regeneragdo via
organogénese indireta para 10 cultivares de feijao, dentre eles um gendtipo carioca. Os
explantes utilizados foram meristema apical e nds cotiledonares retirados de eixos
embriondrios de sementes germinadas em condicdes especificas por dois dias. Para a
inducdo de calos o meio que propiciou a melhor producdo foi acrescido com 1,5 uM de
2,4-D, durante duas semanas. Posteriormente esses calos foram transferidos para meios

de brotagdes, onde permaneceram por quatro semanas. O meio contendo 22,2 uM de 6-
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BA que propiciou maior nimero de regeneracdes, 0,5 por calo. Andlises histoldgicas
dos regenerados confirmaram se tratar de organogénese indireta.

Para que ocorra a regeneracdo é necessario que as células se encontrem em um
estadio fisiologico especifico. Em feijao a organogénese tem se limitado a regides que
circundam tecidos embriondrios de pedicelos de gemas de florais (MOHAMED et al.,
1996), cotilédones (MOHAMED et al., 1992a,b; YANCHEVA et al., 1999), eixos
embrionarios (MOHAMED et al., 1992a,b) e embrides imaturos (GEERTS et al., 2000).

Apesar de CRUZ de CARVALHO et al., (2000) ter relatado um método
altamente eficiente para regeneragdo direta em feijdo o que pode ter influenciado esse
trabalho foi justamente a utilizacdo do explante de uma regido proéxima aos meristemas
apicais, tal como muitos trabalhos acima ja foram relatados.

O que fica claro nos trabalhos até agora publicados € que o método mais
utilizado na regeneracdo de plantas de feijdo é via organogénese direta, utilizando-se
principalmente de tecidos proximos a regides nodais € meristematicas. Mesmo tendo
esses protocolos de regeneracdo via organogénese direta publicados em revistas
especializadas, a reprodutibilidade destas técnicas é muito baixa o que dificulta os
trabalhos nessa linha de pesquisa.

Um protocolo de regeneracdo via organogé€nese indireta a partir de calos
somente foi conseguido por MOHAMED (1993) e agora recentemente por
ARELLANO & FUENTES (2008), e isso dificulta principalmente a aplicacdo de
técnicas de transformacdo genética via Agrobacterium ou mesmo bombardeamento de
calos. A melhor forma para obter transgénicos estdveis de leguminosas € através da
regeneracdo in vitro indireta, definida como a inducdo de regeneracdo de embrides
somaticos ou brotagdes de calos morfogenéticos (ARELLANO & FUENTES, 2008).

A divida que fica na regeneragdo de plantas de P. vulgaris é se a espécie nao €
competente a regeneragdo, visto que ndo se consegue publicar um sistema eficiente e de
alta repetibilidade, ou se os processos envolvem muitos fatores tais como fisiologicos,
exdgenos e condi¢des de cultura os quais interferem grandemente na competéncia da

espécie a regeneracao.

2.3.1 Efeito das citocininas aplicadas na germinacio in vitro sob a organogénese in
vitro em feijao (P. vulgaris L.)
Em geral as citocininas sdo substancias derivadas da purina adenina as quais

causam divisdo celular nas plantas, em geral por uma interacio com auxinas. Sao
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produzidas nas raizes e transportadas até as folhas e redistribuidas para outros 6rgaos
pelo xilema (METIVER, 1979). Algumas citocininas sintéticas tém sido utilizadas em
pesquisas de cultura de tecidos. Dentre esses hormodnios sintéticos estdo o
Forchlorfenuron (CPPU) e Thidiazuron (TDZ), na qual apresentam um efeito mais forte
que as citocininas convencionais para um grande ndmero de espécies como amora
(OHYAMA & OKA, 1982), macd (NIEUWKERK et al., 1986), azaléia (FELLMAN et
al., 1987) e soja (MOHAMED — YASSEEN & SPLITTSTOESSER, 1990).

Trabalhos realizados por Van Staden e também por David Letham fornecem
evidéncias de que o thidiazuron pode atuar inibindo a enzima citocinina oxidase, a
principal enzima envolvida na degradacdo de citocininas endégenas como a zeatina,
isopentenil adenina e seus derivados (PERES, 2002)

Estudos também estabeleceram que os papéis do 6-BA, TDZ e CPPU na
germinacdo das sementes, em pré-cultivo para a retirada dos explantes, sdo cruciais para
se obter sucesso na regeneracdo e embriogénese em feijao (MALIK & SAXENA, 1991;
MOHAMED et al.,1992a, b, 1996; ZHANG-ZHANG et al., 1997; SANTALLA et al.,
1998; CRUZ DE CARVALHO et al., 2000).

MALIK & SAXENA (1991) pela primeira vez observaram que o pré-tratamento
da plantula doadora com 6-BA (5uM) incrementava a reposta organogénica dos
explantes, ndo somente no nimero de explantes responsivos que aumentou de 8% para
60%, como no nimero de brota¢des por explante que aumentou de dois para quatro.

Segundo VELTCHEVA & SVETLEVA (2005) o uso de 1uM 6-BA na
germinagdo de feijdo aumentou de cinco a sete vezes o nimero de regenerados por
explante. O uso 6-BA pode ndo ter sido o fator determinante no processo de
regeneragdo, mas se presume que ele aumenta a capacidade regenerativa por estimular a
competéncia na divisdo celular. Além disso, tais autores constataram que explantes de
materiais com sete dias de germinacdo foram mais competentes para a regeneracao in
vitro que aqueles com 14 dias de germinagdo. Presumivelmente, pré-cultivo de plantulas
em 6-BA (TDZ ou CPPU) ativa e/ou induz a proliferacao de células competentes pré-
existentes no tecido (VELTCHEVA et al., 2005).

Apesar de saber que o pré-cultivo de plantulas com citocininas aumenta a
freqiiéncia de regeneracdo dos explantes, os mecanismos fisiolégicos, bioquimicos e
moleculares que aumentam esse sistema sao desconhecidos. VELTCHEVA et al. (2005)
sugeriram que provavelmente as citocininas ativam ou induzem a proliferacdo de

células competentes pré-existentes no tecido.
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2.3.2 A utilizacdo de agentes antioxidantes no cultivo in vitro para controle dos

compostos fendlicos

PREECE & COMPTON (1991) caracterizaram as substancias encontradas em
meio de cultura para algumas espécies lenhosas e as identificaram como sendo fendis,
flavondides e taninos, e responsdveis pela oxidagao.

A oxidagdo € a reagdo do O, com ions metélicos (+) dos outros compostos do
meio de cultivo. Os explantes a serem inoculados no meio de cultura podem liberar
exudados que tornam o meio de cultivo escuro. Esse tipo de escurecimento é
conseqiiéncia da liberacdo de fendis dos ferimentos ocasionados no processo de
extracdo dos explantes (SANTOS et al., 2001).

Compostos fendlicos ocorrem como metabdlitos secunddrios em todas as
espécies de plantas a sdo geralmente caracterizados por um anel benzeno e um grupo
hidroxila (ANTOLOVICH et al., 2000, KEFELI et al., 2003).

Os compostos fendlicos e seus glicosideos sao comuns nas plantas, possuindo
um papel metabdlico varidvel. Existem vdrios trabalhos relatando o efeito dos
compostos fendlicos sobre o crescimento das plantas em condig¢des in vitro (LAMEIRA
et al., 1997). Segundo ARNALDOS et al. (2001) os compostos fendlicos de plantas sao
moduladores do catabolismo do 4cido indol acético AIA. Alguns monofendis como o
acido sindptico e o 4cido ferdlico, em baixas concentracdes, inibe a oxida¢do enzimatica
do AIA e isso resulta em alongamento e divisdo celular e subseqiiente crescimento e
desenvolvimento das células.

A oxidacdo fendlica € um dos sérios problemas que podem dificultar o
estabelecimento inicial do cultivo in vitro. A liberagdo de compostos ocorre devido ao
dano causado nas células durante a excisdo dos explantes. Algumas enzimas oxidam os
fendis formando quinonas (LERCH, 1981). As quinonas s3o responsdveis pela
coloragao marrom nas culturas, além de causarem a inibicdo do crescimento e morte dos
explantes em grande nimero de espécies (MONACO et al., 1977).

Outra importante caracteristica dos compostos fendlicos € a sua capacidade de
formar complexos quelatos com metais. Eles também sdo facilmente oxidados e assim
formam polimeros (agregados escuros). O escurecimento de um corte ou uma planta
morta € causado por essa reacao (OZYGIT et al., 2007).

GRATTAPLIA & MACHADO (1998) recomendam para controlar a oxidacao
as seguintes medidas: lavagem do material antes da desinfestacdo em agua corrente,

auxiliando na lixiviacdo de compostos fendlicos; utilizacdo de antioxidantes: acido
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ascorbico, polivinilpirrolidona (PVP), carvao ativado e incubagdo inicial dos explantes
no escuro.

Segundo DAVIES (1972) a atividade de enzimas no que diz respeito a
biossintese e oxidag¢dao de fendis € aumentada pela luz. Dessa forma, o escurecimento
dos tecidos poderd ser reduzido e até mesmo impedido, caso os explantes sejam
cultivados no escuro por até 14 dias (MONACO et al., 1977). A diminui¢do da
luminosidade na camara de fluxo laminar, durante a excisdo dos explantes e a
manutencao da cultura no escuro no inicio o cultivo também € benéfica para reduzir a
oxida¢do (MARKS & SIMPSON, 1990).

Segundo MARKS & SIMPSON (1990) a oxidagdo fendlica tem sido controlada
em diferentes espécies lenhosas pela reducdo da intensidade luminosa, e segundo
CALDAS et al. (1998) pela diminuicdo na concentragdo de sais no meio de cultura e
notadamente pela adi¢do de antioxidantes ao meio.

A oxidacdo do explante € considerada um dos aspectos mais sérios relacionados
com a cultura de tecidos de palmeiras. O escurecimento tem sido atribuido a liberagdo e
a oxidag@o de compostos fendlicos que inibem o crescimento do explante (MELO et al.,
2001).

ASHBURNER et al. (1993) controlaram a oxidacdo por fendis da cultura in vitro
de embrides de coco (Cocos nucifera L), efetuando a suplementacdo com carvao
ativado a 0,2% no meio. O carvao ativado age promovendo a adsorcao dos exudatos
liberados pelo explante, os quais provocam a oxidacdo; além de possuir as propriedades
de adsorver e reduzir a disponibilidade de auxina exdgena no meio de cultura e induzir
o processo de rizogénese (GEORGE, 1996).

Em palmaceas o problema de oxidagdo € freqiientemente causado pela liberagcao
e oxidagcao de compostos fendlicos, e para minimizar esse problema ¢ comum utilizar
acido ascorbico, carvao ativado e PVP (TISSERAT, 1987).

O PVP reage com os compostos oxidantes e os dcidos citrico e ascorbico reagem
com os metais presentes no meio de cultura, evitando que os mesmos fiquem
disponiveis para se oxidarem (GEORGE, 1996). A poliamina PVP possui a capacidade
de adsorver os compostos fendlicos evitando que estes oxidem e polimerizem
(GUERRA & NODARI, 2006).

Em leguminosas, os taninos sdo os polifendis de maior importancia. Eles
possuem a propriedade de formar complexos coloridos com sais de ferro, compostos

insoliveis com sais de chumbo e de sofrer substituicdo eletrofilica aromatica de
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acoplamento com sais de diazonio e aldeidos. Os taninos presentes nas leguminosas
consistem de uma série de fendis poliméricos que estdo envolvidos no baixo
aproveitamento de nutrientes do feijaio (BRESSANI, 1993). Estes compostos possuem
propriedades antimicrobianas, indicando uma possivel fungdo como mecanismo de
defesa da planta (SCALBERT, 1991).

Feijoes comuns e outras leguminosas contém quantidades varidveis de
compostos fendlicos, encontrados principalmente na casca das sementes, entretanto,
com quantidades baixas ou insignificantes nos cotilédones. O nivel desses taninos esta
associado com a cor da semente. Em feijdes brancos o teor médio de compostos
fendlicos € de 2,3 mg/g, enquanto nas sementes marrons ¢ de 7,8 mg/g, nas pretas € de
6,6 mg/g e nas vermelhas cerca de 12,6 mg/g (BRESSANI, 1993).

Em protocolos de cultura de tecidos de palmeiras o carvdo ativado é que
promoveu os melhores resultados; por isso, passou a ser incluido como procedimento
padrao em diferentes concentracdes de até 2% (TISSERAT, 1987).

MELO et al. (2001) estudaram o efeito de diferentes antioxidantes na oxidacao,
germinacdo e desenvolvimento das plantulas no cultivo in vitro de embrides zigéticos
da guarirobeira. O dcido ascérbico, na concentragdo de 0,6 uM, foi o antioxidante mais
eficiente no controle da oxidacdo e também o que proporcionou a maior porcentagem de
embrides zigéticos. O acido ascoérbico é considerado antioxidante bioldgico, estando
presente em altas concentracdes em muitos compartimentos celulares, como o estroma
dos cloroplastos (LARSON, 1988).

FLORES et al. (1998) estudaram o efeito da imersdo dos explantes de espinheira
santa (Maytenus ilicifolia Mart.) em soluc¢do liquida de 4cido ascérbico em cinco
concentracdes por 30 minutos. As concentracdes foram: 0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,3% e
0,5%. Esses autores verificaram que efeito altamente significativo das concentragdes de
acido ascorbico quanto a porcentagem de oxidagcdo e regeneracdo dos explantes. Os
melhores resultados foram obtidos na solugdo a 0,05% de 4cido ascérbico, havendo
crescente porcentagem de explantes regenerativos (86,9%) e baixo indice de oxidacdo
(1,5%). Na concentragao de 0,2% nenhum explante oxidou, entretanto houve resultados
inferiores da regeneracdo dos explantes quando comparados a 0,05%.

Segundo MONACO et al. (1977) a imersdao dos tecidos em meio liquido,
diminui o dano nas células e reduzem a exposi¢ao do tecido ao oxigénio, reduzindo a

oxidacao.
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BROOME & ZIMMERMAN (1978) verificaram que agentes redutores como o
acido ascorbico, 4cido citrico e a cisteina foram prejudiciais no desenvolvimento de
explantes de amora preta. BIASI et al., (1994) trabalhando com micropropagacdo em
abacateiro, verificaram que concentracdes mais reduzidas (0,06uM e 0,12uM ) de acido
ascorbico e de 4cido citrico reduzem a oxidag¢do nos explantes.

Estudo da aplicacdo de agentes antioxidantes no cultivo in vitro de feijao foram
realizados por MOHAMED et al. (1993) e ARELLANO & FUENTES (2008).

MOHAMED et al. (1993) adicionaram em meio de manutencdo de calos
0,42uM e 0,84 uM de acido ascorbico. Esses autores constataram que a adi¢ao de acido
ascorbico ao meio aumentou o tempo de manutengdo dos calos para até seis semanas de
cultivo.

ARELLANO & FUENTES (2008) acrescentaram ao meio de induc@o de calos
1,4 uM de PVP-360 k e observaram que se o PVP ndo fosse adicionado aos meios os
explantes rapidamente ficariam escuros e perderiam a capacidade de regenerar. Esses
autores concluiram que o uso do PVP foi um dos fatores de sucesso na obtengdo de

calos morfogenéticos.

2.3.3 A importancia da organogénese in vitro para a producio de plantas
transgénicas em feijao (P. vulgaris L.)

O uso da cultura de células e engenharia genética € visto como uma forma de
aumentar a produtividade nas leguminosas (HILDEBRANDT et al. 1986). Porém
muitos autores provaram que tais espécies sdo recalcitrante para a regeneracao in vitro e
constantemente protocolos para a regeneracdo e transformacdo das mesmas sdo
estudados (HINCHEE et al. 1988). Além da importancia na transformagdo genética de
plantas a regeneracdo in vitro também € importante para a recuperacdo de valiosos
germoplasma com baixo potencial de germinagao.

A taxa de transformacdo e regeneracdo de P. vulgaris € extremamente baixa e as
plantas sdo assim consideradas recalcitrantes. Muitos estudos relataram a transformacao
genética de feijao a partir de diferentes explantes (GENGA et al., 1990; McCLEAN et
al., 1991; FRANKLIN et al., 1993; LEWIS & BLISS, 1994). Porém ainda assim a falta
de um sistema reproduzivel € a maior dificuldade encontrada na transformacdo genética
da espécie.

A producdo de plantas transgénicas de Phaseolus exige encontrar células que sao

competentes tanto para transformacdo como para regeneracdo. No entanto a habilidade
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para a cultura de plantas in vitro freqiientemente depende na escolha de gendtipos
satisfatorios, estado fisioldgico da planta doadora, o explante, o meio de cultura e a
interacdo entre eles (HENRY et al., 1994).

PUONTI-KAERLAS (1993), NAGL et al., (1997) e ZHANG-ZHANG et al.
(1997) descrevem como principais fatores limitantes a transformacdo de feijdo:
genétipo, idade, tipo, fonte priméria do explante, condi¢cdes de pré-cultivo, a
Agrobacterium, as condi¢des de co-cultivo, o sistema de selecdo, as condi¢des de
regeneracao in vitro e os métodos qualitativos e quantitativos para andlises do material
transgénico.

Segundo NAGL et al. (1997) hd evidéncias que somente certos explantes sdo
habeis para a transformagdo ou regeneracdo, e a regeneracao de novo pode niao ser um
pré-requisito para a produgdo de plantas transgénicas.

O meio de inducao de brotos € importante no processo de regeneracdo porque €
nesse meio que um grande ndmero de gemas adicionais e brotos sdo formados via
organogénese, no qual foi também observado por FRANKLIN et al. (1991) em
explantes de P. vulgaris com trés dias de cultivo.

A necessidade de um protocolo que resulte em diferenciacdo eficiente,
desenvolvimento de brotos e regeneracdao de plantas completas é essencial para a
transformacgao genética de plantas. A transferéncia de genes homoélogos, heterélogos e
homedlogos estao se tornando uma comum ferramenta em programas de melhoramento
genético. Esse processo, junto com o melhoramento tradicional de plantas, pode acelerar
o desenvolvimento de novos cultivares com caracteristicas especificas como resisténcia
a seca, adaptacdo a solos acidos, melhor arquitetura de planta, vida longa de prateleira e
qualidades nutricionais.

Os primeiros trabalhos para produzir plantas transgénicas de feijao falharam
devido ao conhecimento deficiente de seqiiéncias de DNA e sistema de regeneracao.
McCLEAN et al. (1991) conseguiram introduzir genes em feijao utilizando o sistema de
Agrobacterium, mas eles foram incapazes de regenerar plantas transgénicas.

SMITH et al. (1992), baseando-se no numero de eixos embrionarios
bombardeados, obtiveram uma freqiiéncia em torno de 0,9% de transformacao.
RUSSEL et al. (1993) obtiveram plantas transformadas de feijao através do uso do
dispositivo acelerador de particulas eletricamente carregadas, porém a freqiiéncia de
plantas transformadas obtidas por esses autores foi 0,3%, muito inferior ao citado

acima. ARAGAO et al. (1996), bombardeando eixos embriondrios e posteriormente

18



induzindo a multiplicacdo de brotos, obtiveram uma freqiiéncia de transformagdo de
0,9%.

Fatores biolégicos, como a morfologia do dpice dos brotos e a capacidade de se
obter uma multiplicacdo de brotos homogénea e reprodutivel, s@o criticos para se obter
plantas transgénicas de feijio (ARAGAO & RECH, 1997). As células localizadas na
zona central da regido meristematica foram indicadas como o centro das atividades
morfolégicas e histoldgicas no dpice dos brotos (MEDFORD, 1992; HARA, 1995).
Muitos estudos mostram que as diferenciagdes de novos brotos em embrides de feijao
cultivados em citocininas aparecem em camadas periféricas do anel meristematico
(McCLEAN & GRAFTON, 1989; FRANKLIN et al., 1991; MALIK & SAXENA,
1992). Baseado nesses conceitos, cultivos com a ndo exposi¢cao da regido do meristema
apical ndo sdo capazes de originar plantas transgénicas. A remog¢ao, necessdria nesse
caso, dos primérdios foliares ndo é um procedimento pratico (ARAGAO & RECH,
1997)

ARAGADO et al. (1998) obteve plantas transgénicas de feijdo resistente ao virus
o mosaico dourado, através do bombardeamento dos embrides imaturos. Apesar de
muitos estudos tentarem realizar a transformacgdo genética por meio da Agrobacterium,
obstaculos que variam desde a susceptibilidade 4 bactéria a um eficiente sistema de
regeneracdo dos materiais transformados, levaram a preferéncia por trabalhar com

transformac¢ao via bombardeamento de embrides em feijao.

2.4 Regeneracao de plantas haploides por meio da androgénese in vitro em feijao
(P. vulgaris L.)

A androgénese € o fendmeno no qual um grao de pdlen é capaz de alterar a sua
rota de desenvolvimento e originar um espordfito hapléide. Este processo ontogé€nico
alternativo ainda € pouco conhecido, apesar de sua potencialidade tanto para estudos
basicos como aqueles aplicados para o melhoramento de plantas (KALTCHUK-
SANTOS & BODANESE-ZANETTINI, 2002).

Uma planta hapléide tem somente metade de seu patrimdnio genético sendo,
portanto estéril. A duplicacdo de seu nimero cromossdmico de maneira espontinea, ou
induzida pela aplicacdo de colchicina, recupera a condi¢do dipldide e restaura a
fertilidade. Esta planta, chamada duplo hapléide serd totalmente homozigota, uma vez

que cada cromossomo terd a sua copia exata (MORAES-FERNANDES, 1990).
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Desde a primeira descricdo de embriogénese de pdlen de Datura innoxia por
GUHA & MARHESHWARI (1964; 1966) a cultura de anteras ou micrésporos isolados
tém sido importantes ferramentas para a producdo de duplos — hapléides homozigotos
em muitas espécies agronomicamente importantes (JAIN et al., 1996).

Até agora a cultura de anteras tem sido utilizada principalmente em programas
de melhoramento genético, porém recentes avancos em culturas embriogénicas de
micrésporos isolados em Brassica (PECHAN & KELLER, 1988; TAKAHATA e
KELLER, 1991), Nicotiana (BENITO - MORENO et al.,1988; KYO & HARADA,
1986), Hordeum (HOEKSTRA et al., 1993) e Triticum (TOURAEV et al. 1996b) tem
feito da cultura de micrésporo uma forma real de se produzir duplos — hapléides.

A formacdo do grio de pdlen compreende a microsporogénese e a
microgametogénese. O processo da microsporogénese inicia-se com a meiose e finaliza-
se com a formacdo de um micrésporo hapléide polarizado (TOURAEV et al., 1997).
Quando o micrésporo atinge esse estddio de desenvolvimento, ele pode seguir dois
caminhos de desenvolvimento, um seria a sua rota normal, ou seja, a gametofitica ou
alternativamente poderia seguir uma rota androgenética, ou esporofitica, e isso
dependerd das condi¢des ambientais.

A embriogénese de micrésporo também € um bom sistema para mapeamento
genético (GRANER 1996), transformagdo genética (JAHNE et al., 1994; STOGER et
al., 1995) assim como para selecio de caracteristicas recessivas e dominantes
(POLSONI et al., 1988; SWANSON, 1989). A possibilidade de uso da haploidia para
estudos bdésicos e aplicados de genética e biologia floral vem a bastante tempo
despertando o interesse na obtencdo de plantas hapléides (KALTCHUK-SANTOS &
BODANESE-ZANETTINI, 2002).

Apesar da técnica da cultura de anteras ser mais simples a cultura de
micrésporos apresenta muitas vantagens sobre ela. Primeiramente a formagado de calos e
embrides que freqiientemente formam nos tecidos somaéticos das anteras sdo anulados.
Além de que permite um direto acesso aos micrésporos o qual acelera a otimizagao das
condi¢des de cultura. Estudos comparativos em Brassica napus e Hordeum vulgare
confirmaram que a cultura de micrésporos pode ser de cinco a dez vezes mais eficiente
que a cultura de anteras para a producdo de embrides (SIEBEL & PAULS, 1989;
HOEKSTRA et al., 1992). Atualmente, a cultura de anteras, através do processo de
androgénese, tem sido a técnica mais empregada para a producdo de hapldides

(KALTCHUK-SANTOS & BODANESE-ZANETTINI, 2002).
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A homozigose alcancada mediante a haploidizac¢do torna a cultura de anteras
uma interessante ferramenta para o melhoramento vegetal. No sistema convencional de
melhoramento de autégamas, onde o método de cruzamentos € usado, s@o necessarios
de sete a oito ciclos de autofecundagdo para estabilizar o genétipo pela fixacdo de genes
em homozigose. Além de ser um processo demorado e trabalhoso, a eficiéncia da
selecdo nas primeiras geracdes de autofecundacdo é muito baixa, devida principalmente
a ocorréncia de alelos dominantes em heterozigose. Ao eliminar o mascaramento
causado pela heterozigose, a producdo de duplo-hapldide traz outra vantagem, que é a
de ampliar a eficiéncia de selecdo, tanto para caracteres qualitativos como quantitativos,
facilitando, portanto, a identificacido e genétipos superiores (MORAES-FERNANDES,
1990; KALTCHUK-SANTOS & BODANESE-ZANETTINI, 2002).

Segundo opiniado de MORAES-FERNANDES (1990, 1999), para os programas
de melhoramento vegetal de paises como o Brasil, a haploidizacdo apresenta
perspectivas de ganhos genéticos e econdmicos superiores aos dos paises
desenvolvidos. Isso porque, em relacdo a boa parte das culturas economicamente
importantes, os tetos de rendimento nacionais ainda sdo baixos. Portanto os ganhos
domésticos com o uso da haploidizacao poderdo ser proporcionalmente maiores.

A técnica de cultura de anteras vem sendo usada rotineiramente em programas
de melhoramento de véarias familias importantes como os cereais, as cruciferas e as
solandceas (MORAES- FERNANDES et al., 1999). Um exemplo dessa tecnologia é a
cultivar BRS- 43 de trigo que foi produzida pela Embrapa (CAETANO & MORAES-
FERNANDES, 1992).

HODDON & NORTHCOTE (1976a,b) foram os primeiros a relatar a formacgao
de calos via cultura de anteras de P. vulgaris, usando graos de pdlen mono e
binucleados. No entanto esses autores ndo obtiveram regeneracdo desses calos
cultivados em diferentes tipos de fitorreguladores.

PETERS et al. (1997) criaram um sistema para a induc@o de calos hapléides de
feijao, cultivando as anteras em meio suplementado com 2,4-D levando a
desdiferenciacao das células das anteras. Temperaturas superiores a 30° C inibiram o
crescimento dos calos, Andlises citoldgicas desses calos revelaram a ocorréncia de calos
haploéides, dipléides e baixa freqiiéncia (3%) de polipldides.

de OLIVEIRA et al. (1994) estudaram a influéncia de auxinas e citocininas na
resposta in vitro de anteras maduras de um cultivar de feijao francés. Tais autores

relataram uma alta freqiiéncia de formacgdo de calos quando auxinas (2,4 — D ou NAA)
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foram usadas em baixas concentragOes, tais autores também relataram que altas
concentracdes de citocininas promoveram a rizogénese.

Nao existe ainda, disponivel na literatura, nenhum protocolo para a produgao de
plantas hapléides em feijdo. Nem mesmo a partir de cultura de anteras. MUNOZ &
BAUDOIN (2002) em estudos sobre a cultura de anteras de P. vulgaris e Phaseolus
coccineus L. obteve apenas calos hapldides a partir dos quais ndo conseguiu regenerar
plantas.

A cultura de anteras € tecnicamente simples e € ainda, utilizada em muitos
laboratérios comerciais para a produgcdo de duplos-hapléides, mas recentemente, 0 uso
da cultura de micrésporos isolados surgiu como uma alternativa. A cultura de
micrésporos oferece a vantagem de que os tecidos da parede da antera esporofitica ndo
interferem no processo, € o desenvolvimento do embrido pode assim se dar diretamente
(TOURAEV et al., 1997).

A cultura de micrésporos isolados apresenta certas vantagens em relacdo a
cultura de anteras intactas (PETROVA et al., 1993): a manipulacdo de células isoladas é
mais apropriada para estudos biotecnoldgicos que o uso de anteras completas, por
impedir que ocorra alguma interferéncia da parede da antera. Finalmente os embrides
obtidos apds a cultura de micrésporos sdo certamente hapléides, ao contrario da cultura

de anteras no qual eles podem ser obtidos de tecidos sométicos dipldides.

2.4.1 Desenvolvimento in vitro do microsporo

O papel do gameto6fito masculino € a producdo de gametas masculinos e a dupla
fertilizacdo, no entanto alguns desses micrésporos presentes na cultura de anteras in
vitro sdo capazes de abandonar sua programacgao original de desenvolvimento e seguir
um novo programa de desenvolvimento esporofitico envolvendo continuas divisdes que
levam 2 produgio de embrides hapléides ou calos (BARNABAS et al., 2001).

Segundo SANGWAN & CAMEFORT (1982) o micrésporo jovem, apds sua
liberacdo da tétrade, possui um grande niucleo central, citoplasma rico em ribossomos e
com numerosos pequenos vacuolos. Ao logo do tempo ocorre a coalescéncia desses
vacuolos resultando na formag¢do de um unico vactiolo grande e centralizado e
conseqiientemente o nucleo se desloca para junto da parede do micrésporo (SAX &
EDMONDS, 1933 citado por KALTCHUK-SANTOS & BODANESE-ZANETTINI,
2002).
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Com o deslocamento do nucleo para a periferia da célula ocorre a primeira
divisdo mitética. Essa polarizacdo do nucleo resulta em assimetria do fuso mitético e
conseqiientemente distribui¢do desigual do citoplasma nas células filhas, originando
assim uma célula vegetativa e outra generativa. Sendo assim essas duas células sdo
estruturais e funcionalmente diferentes, mesmo possuindo o mesmo material genético.

A segunda mitose do pdlen envolve somente a célula generativa, enquanto a
vegetativa permanece quiescente. Essa divisao origina duas células alongadas e em
forma de meia — lua, chamadas de células espermaticas. Assim o gamet6fito maduro é
constituido de trés células: a vegetativa e as duas gaméticas.

Segundo o modelo deterministico de dois pontos, proposto por GRANDO &
MORAES-FERNADES (1997), haveria dois momentos no qual o micrésporo poderia
ter sua via ontogenética normal alterada, levando a aquisicdlo do potencial
androgenético. O primeiro ponto de alteragdo seria no inicio da meiose € o segundo
durante o estddio mononucleado do pdlen. H4 evidéncias de que a eliminacdo das
moléculas carreadoras de informagdes esporofiticas (mRNA, ribossomos e proteinas)
deve ocorrer nestas duas etapas e qualquer anormalidade que impega a correta
eliminacdo destas moléculas acarretard a reativacao do processo embriogénico.

As andlises citolégicas da segmentacdo inicial de micrésporos oriundos da
cultura de anteras em varias espécies, realizadas por SUNDERLAND & DUNWELL
(1974), mostram a existéncia de quatro rotas de androgénese in vitro:

Rota I — o micrésporo segue seu curso normal, passando pela divisdo assimétrica
e a diferenciacdo celular, para formar uma célula generativa e uma vegetativa. Mas
somente a célula generativa continua dividindo e estard envolvida na embriogénese.

Rota II — nesta rota, assim como na I, a primeira divisdo mitética e a
diferenciacao celular sdo normais. A célula generativa nao € funcional e degenera-se
rapidamente, ou apds uma ou duas divisdes. Apenas a célula vegetativa participa na
formacgao do embrido.

Rota III — a primeira divisdo € assimétrica e as células, vegetativa e generativa,
continuam a dividir-se e participam no desenvolvimento do embrido androgenético.

Rota IV — o micrdsporo sofre uma divisdo simétrica cujas duas células — filhas
idénticas com caracteristicas do tipo vegetativo contribuem para o desenvolvimento do
espordfito haplédide.

Independente do padrao inicial de segmentacao, o pélen sofre divisdes tornando-

se multicelular, e este tecido pode tomar duas possiveis direcdes: (I) formar um embrido
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globular que passa pelos estidios normais da embriogénese pds — globular; (II)
proliferar e formar um calo que mais tarde se diferencia em plantulas, via embriogénese
ou organogénese (BHOJWANI & RAZDAN, 1983).

Segundo PENG et al. (1997) em cultura de anteras de aspargo a formacdo de
calos, embrides e plantulas hapldides t€m como pré-requisito a ocorréncia de divisdo
simétrica. Graos de pdlen cuja primeira mitose tenha sido do tipo assimétrica ndao
sofrem divisdes adicionais e, portanto, ndo tomam a via esporofitica. Varios outros
estudos (FAN et al., 1988; ZAKI & DICKINSON, 1900, 1991, 1995) defendem a
hipétese de que da simetria a mitose do pélen é um ponto chave para que ocorra o
desvio do programa gametofitico.

A mudanga na ontogenia normal de um micrésporo para uma via esporofitica
requer alteracdes profundas na morfogénese celular (IQBAL et al., 1994). Os
microtibulos que determinam a localizacdo das organelas, incluindo o nicleo, estdo
necessariamente envolvidos em tais mudangas morfogenéticas. Assim, a reorganizacao
dos microtibulos € vista como uma condi¢do necessdria na alteracdo do padrido de
desenvolvimento.

O podlen binucleado simétrico € formado apds uma divisdo equacional, cujo
resultado sdo duas células idénticas do tipo vegetativas. Sua origem deve-se,
basicamente, a nao formagao do vactolo ou modificagdo no eixo de divisdo da célula.
Presume-se que o potencial androgenético deste tipo de pdlen deva-se a manutengdo de
determinantes esporofiticos (MRNA e ribossomos) em seu citoplasma. Desta forma, o
polen resultante de divisdo simétrica poderia ser definido como uma estrutura

embriogénica induzida (ZHAO et al., 1996).

2.4.2 Fatores externos que induzem o micrésporo a entrarem na via esporofitica

Pouco se sabe sobre os mecanismos de redirecionamento da ontogenia do
gametofito masculino no sentido de formar uma célula embriogénica (GARRIDO et al.,
1993), mas, os estudos tém mostrado que este redirecionamento necessita de um
estimulo — sinal.

Segundo REYNOLDS (1997) a aplicacao de fatores externos torna o microsporo
competente para a androgénese. O estresse parece ser o sinal para iniciar 0 processo
androgenético, uma vez que proteinas de estresse sao detectadas durante a inducdo da
embriogénese hapldide. Tais proteinas seriam responsaveis pela reprogramacdo da

célula e pela protecdo a condi¢ado estressante (KIVIHARJU & PEHU, 1998).
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Fatores estressantes aplicados in vivo e in vitro tém sido identificados como
capazes de disparar o processo esporofitico (IMMONEM & ROBISON, 2000;
SMYKAL & PECHAN, 2000). Entre eles podem ser listados, choque térmico (calor ou
frio), agentes anti-mitéticos (colchicina), caréncia de nitrogénio, caréncia de
carboidratos, incubac¢ao em solucao de manitol.

O uso de fatores de estresse na inducao da androgénese ndo é um fato recente.
NITSCH & NOREEL (1973) aplicaram pré-tratamento de frio em botdes florais de
Datura innoxia e constataram um aumento na freqiiéncia de pélens com dois nucleos
idénticos, bem como no nimero de embrides formados.

O tratamento das anteras a baixas temperaturas, antes ou no inicio da cultura in
vitro, tem como conseqiiéncias, para o grao de pdlen, a dissolucdo dos microtibulos e
alteracdes na distribui¢c@o do citoplasma e na divisao celular (RASHID, 1983). Portanto
€ provavel que o pré-tratamento de frio exerca seu efeito através de uma interferéncia
precoce no estabelecimento da polaridade, resultando em modificacdo na organizacao
do fuso, com a formagdo de pdlens binucleados simétricos (MAHESHWARI et al.,
1980; RASHID, 1983).

Além do uso dos tratamentos de frio, a inducdo de mitose simétrica no
micrésporo pode ser alcangada através do uso de colchicina. A colchicina € uma droga
que se liga a heterodimeros inibindo a adi¢ao de dimeros aos microtibulos, resultando
na sua despolimerizacdo e, impedindo assim, a progressao no desenvolvimento do pélen
(ZHAO et al., 1996).

BONET & OLMEDILLA (2000) estudando o desenvolvimento in vitro de
micrésporos de trigo observaram que ao contrdrio do desenvolvimento gametofitico a
primeira divisdo androgenética é simétrica, com a formagao de dois nicleos idénticos.

Segundo esses autores a primeira divisao simétrica ocorreu trés dias apods
submeter esses micrésporos a um meio rico. Apds oito dias ja se pode observar graos de
polen polinucleados com até dez ntcleos. Esses pdlens polinucleados nio mostraram
visiveis diferencas em tamanho quando comparados com micrésporos nao induzidos. A
parede do pdlen se rompeu somente quando o nimero de células dentro do pdlen
polinucleado chegou de 10 a 15 aproximadamente.

Micrésporos capazes de se adaptar ao estresse ambiental das condi¢cdes in vitro e
a sobreviverem nos primeiros trés dias de cultura sdo também capazes de seguir um
caminho de desenvolvimento esporofitico. A comparacdo de divisdo simétrica e

assimétrica dos micrésporos e a freqiiéncia de formacao de embrides ou calos indicaram

25



que o desenvolvimento embriogénico dos micrésporos ocorreu apds divisdes simétricas,
enquanto que calos foram formados pela adicional divisdo de células vegetativas
resultado da divisdo assimétrica de micrésporos (BARNABAS et al., 1988).

Estudos sobre o efeito do agente anti-mitético colchicina na cultura de anteras e
de micrésporos de Brassica napus mostrou que esta substancia age como um promotor
da androgénese, tratamentos com colchicina resultaram em aumento significativo do
numero de divisdes simétricas, bem como, no nimero de embrides formados (ZAKI &
DICKINSON, 1990, 1991, 1995). Resultados semelhantes foram também obtidos por
IQBAL et al. (1994) e ZHAO et al. (1996) em Brassica, e por SZAKACS &
BARNABAS (1995) em trigo.

Os resultados obtidos nesses estudos apontam a colchicina como um promotor
da androgénese através da reorganizacdo do citoesqueleto. Entretanto ZAKI &
DICKINSON (1995) argumentaram que, embora esta droga tenha potencialidade para
induzir mitose simétrica, a sua capacidade em aumentar paralelamente a embriogénese
ainda ndo estava claramente comprovada. De acordo com TOURAEV et al. (1996a), a
simetria nao € uma condi¢do essencial para aquisicdo da capacidade embriogénica.

Estresses do tipo de choque de calor (BINAROVA et al., 1997) e caréncia de
sacarose (ZARSKY et al., 1995) na indugdo da androgénese demonstraram a presenga
de proteinas de choque térmico (HSPs). Foi verificada uma alta correlagdo entre a
inducdo do desenvolvimento embriogénico e a presenca de proteinas de choque térmico
da classe da HSP70 (CORDEWENER et al., 1995).

O uso combinado dos fatores choque de calor e caréncia de sacarose tem levado
a acréscimos significativos na indu¢do de embriogénese do pdlen, tanto em tabaco como
em trigo (TOURAEYV et al., 1996 a,b). Contudo em triticale IMMONEN & ROBISON
(2000) testaram diferentes fatores de estresse e verificaram que, embora estes tenham
sido capazes de melhorar a resposta androgenética, ndo foram capazes de induzir a
androgénese nos gendtipos mais recalcitrantes.

O interesse no uso do sistema de duplo-hapléides androgenéticos na obtengao de
linhagens puras pode ser justificado por beneficios tais como a reducdo de tempo e de
custos, a maior varidncia genética, a melhor eficiéncia na selecdo e, ainda como teste
para identificar cruzamentos promissores (MORAES- FERNANDES et al., 1999).

Porém as dificuldades na indug@o da androgénese em algumas espécies como as
leguminosas, por exemplo, t€ém limitado sua aplicagdo nos modernos programas de

melhoramento (KALTCHUK-SANTOS & BODANESE-ZANETTINI, 2002).
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Tem sido verificado que o estddio de desenvolvimento do micrésporo tem um
papel crucial na eficiéncia da inducdo hapléide. Tudo indica que, em determinados
periodos, o micrésporo apresenta-se mais suscetivel a alteragdes em sua via
ontogenética e, assim, competente para a androgénese. Em geral este periodo € anterior
a primeira mitose e esta relacionado com uma elimina¢do inadequada de determinantes

esporofiticos (KALTCHUK-SANTOS & BODANESE-ZANETTINI, 2002).

2.4.3 Relacao entre estadio de desenvolvimento de micrésporos e tamanho do botao
floral

Muitos autores, na tentativa de monitorar o processo de divisdo meidtica,
tentaram associar o tamanho do botdo floral com as diferentes fases meidticas ou
estadios de desenvolvimento do grio de pdlen (WILLCOX et al., 1990; LAUXEN et al.,
1995; SILVA et al.,, 1995; ANDRADE et al.,, 1996;). Esse tipo de informagdo é
importante para o sucesso de pesquisas que envolvem a técnica e cultura de anteras, em
que um dos pontos de entrave € o estddio da microgametogénese, uma vez, para a
maioria das espécies, € necessdria a manipulacdo da célula gamética uninucleada
(ZHANG & LESPINASSE, 1992).

Numerosos fatores influenciam o processo de androg€nese in vitro e a sua
eficiéncia, tal como o estiddio fisioldgico da planta doadora das anteras (WANG &
CHEN, 1980; OUYANG et al., 1987), o estadio de desenvolvimento do micrésporo
(OUYANG et al., 1973; HE & OUYANG, 1984), as condicdes de cultura in vitro (JING
et al., 1982) e o gendtipo usado no processo (BULLOCK et al., 1982).

LAUXEN et al. (1995) relacionaram os estddios da microsporogénese a quatro
intervalos preestabelecidos de comprimento de botdo floral, em trés cultivares
brasileiras de soja (Glycine max (L.) Merrill), e constataram falta de sincronismo entre
as anteras de um mesmo botdo quando a meiose I e I. ANDRADE et al., (1996)
analisaram citologicamente quatro cultivares de café (Coffea ardbica L.), e em todos os
genotipos houve associagdo entre o tamanho de botdes florais e anteras apenas nos
estadios de desenvolvimento de micrésporos.

A relacdo entre tamanho de botdo floral e o estadio de desenvolvimento do grao
de podlen tem sido buscada em vdrias espécies, principalmente como subsidio para
estudos envolvendo microsporogénese e cultura de anteras (WILLCOX et al., 1990).
Segundo SOUZA et al. (2002) andlises citologicas realizadas em botdes florais de

maracujazeiro — amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.), tanto o tamanho do
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botdo quanto das anteras ndo devem ser usados como parametros indicativos para fases
meidticas durante a microsporogénese. Nesse estudo os valores de comprimento de
botdo floral e de anteras encontrados em uma fase meiética sobrepdem-se a outra fase,
niao sendo possivel identificar com precisdo a que intervalo pertence cada fase, ao

contrario dos estddios da microgametogénese, microsporo e grao de polen.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Regeneracao via organogénese direta e proliferacao de gemas axilares de feijao
(P.vulgaris L.)

A seguir serdo detalhados os experimentos para o estudo da regeneragdo de
plantas de P. vulgaris L. por meio da organogénese in vitro e desenvolvimento de
plantas a partir da proliferacdo de gemas axilares. Esses experimentos foram baseados
no protocolo proposto por CRUZ DE CARVALHO et al. (2000), e a partir desse
método foram feitas modificacdes buscando adaptd-lo para as condi¢des do presente
estudo, conforme andamento dos experimentos. Todos os experimentos foram
realizados no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, do Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais, do Instituto Agrondmico, sediado na

cidade de Campinas, Sao Paulo.

3.1.1 Material Vegetal e estabelecimento in vitro das sementes de feijao (P.vulgaris
L.)

O material vegetal deste estudo foi o cultivar: IAC — Alvorada, que € originario
do cruzamento realizado entre os genétipos: {(IAC- Carioca Pyata . A686) x [(IAC —
Maravilha . G2338) . (IAC- Maravilha. And277)]} x L317-1. O IAC- Alvorada, tipo
grao carioca, apresenta porte de planta semi-ereto (tipo III), com resisténcia moderada a
antracnose, alto peso de mil sementes (275 g) e alta qualidade. Essa qualidade deve-se a
resisténcia ao escurecimento e ao tamanho do grdo (peneira 13 e 14). O teor de proteina
médio € de 22%. O padrado de produtividade média desse cultivar € de 2500 kg/ha.

A germinacdo in vitro foi realizada em tubos de ensaio de 20 cm de altura e 2,4
cm de didmetro de boca, tampados com papel aluminio ou filme de plastico de PVC.

Sementes do cultivar IAC- Alvorada sofreram descontaminacao superficial com

dgua e detergente e em seguida dlcool 70% por 40 segundos. Em camara de fluxo
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laminar foram submersas em solug¢do de hipoclorito de célcio (2%) por 20 minutos sob
agitacdo constante, seguida por um rdpido enxdgiie em solucdo de acido cloridrico
(0,001N) e sucessivas lavagens com agua destilada autoclavada por 30 minutos. Os
tubos de ensaio receberam 20 mL de meio de germinacdo que constou do 2 MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962,) com as vitaminas do meio Bs (GAMBORG et al.,
1968), suplementado ou ndo com 6-BA, no qual serdo descritos no detalhamento de
cada experimento. Apds inoculagdo das sementes o material foi mantido em sala de
crescimento com condi¢des de luz, fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro) e temperatura, 28 +
2°C controladas. O periodo de germinacdo variou conforme o experimento, pois foi
dependente do desenvolvimento das plantulas. Assim quando emitiram o primeiro par

de folhas eram consideradas ideais para o uso.

3.1.2 Efeito de explantes da regiao nodal entre os cotilédones e folhas primarias e
regiao nodal das folhas primarias de feijao (P.vulgaris L.)

Segundo CRUZ DE CARVALHO et al. (2000) a regido de explante mais
responsiva para a regeneracdo via organogénese direta em feijao € o epicotilo,
principalmente a regido nodal das folhas primdrias, onde afirmaram que obtiveram uma

alta capacidade de regeneracao (FIGURA 1).

Regiio meristematica

R % => | Folhas primarias

Regido nodal
das folhas A
primdarias

Regido nodal entre os cotilédones e as

folhas primarias

—> | Cotilédonese ndscotiledonares
} Hipocétilo

Figura 1 — Representacdo da plantula de feijao (P. vulgaris L.) e partes utilizadas como

explantes neste estudo.
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As sementes foram germinadas conforme item 3.1.2 por sete dias sem 6-BA. Os
diferentes tratamentos constaram das diferentes regides do explante, sendo assim: ‘A’
regido nodal das folhas primdrias; ‘B’ — regido proximal das folhas primaérias; C- regido
intermedidria entre os cotilédones e folhas primdrias e ‘D’- regido distal das folhas
primdrias. Sendo ‘B’, ‘C’ e ‘D’ pertencentes a regiao nodal entre os cotilédones e folhas
primérias. Os explantes foram dissecados conforme a técnica denominada de tTCL
(transverse thin cell layer, CRUZ DE CARVALHO et al., 2000). A regido A sofreu
corte das gemas visiveis (MOHAMED et al., 1992a), sem auxilio de microscopio
esteroscopico. O meio de inducdo constou do meio MS com as vitaminas do meio Bs
acrescido de 10 uM de 6-BA. Os frascos receberam 10 tTCL’s de 0,3 e 0,5 mm de
espessura. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com nove
repeticoes. Apds montagem do experimento, o material foi mantido em sala de
crescimento com condi¢des de luz, fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro) e temperatura, 28 +
2°C controladas. Foi avaliado apds sete dias o nimero de regeneracdes por frasco, e a
partir dele calculou-se o percentual de regeneracao, obtido pela razao entre o niimero de
regenerados pelo nimero de explantes vidveis por frasco para cada uma das repeti¢des,
obtendo-se ao final uma média de porcentagem de regeneragdo por tratamento. Os
materiais regenerados foram passados para meio MS com vitaminas do meio Bs livre de

hormonios.

3.1.3 Efeito do acido ascérbico na organogénese in vitro de feijao (P.vulgaris L.)

Nesse experimento foi testado o uso de dcido ascorbico em trés concentracdes
0,06 uM, 0,14 uM e 0,3uM (PHYTO TECHNOLOGY LABORATORIES, 2007). O
experimento foi realizado em placas de Petri médias (didmetro 6 cm e altura 1,4 cm),
contendo variado nimero de explantes. Os tratamentos de dcido ascorbico foram
utilizados no meio de indu¢do MS com vitaminas do meio Bs e 10 uM de 6-BA. O
delineamento foi de blocos casualizados, divididos no tempo, com duas repeticdes.

As sementes foram germinadas conforme item 3.1.2, sem adi¢do de 6-BA. O
bloco 1 foi montado com plantulas germinadas com 17 dias e o bloco 2 com 15 dias de
germinagdo. Os explantes foram divididos em dois tipos: ‘A’- regido nodal das folhas
primérias € ‘B’- regido proximal das folhas primarias (FIGURA 1). Os tratamentos de
acido ascorbico foram: 0,06uM, 0,14 uM e 0,3uM em um esquema fatorial 2x2 com

cinco placas (unidades de observagdo) para cada combinacdo por bloco. As solugdes de
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acido ascorbico foram filtroesterilizadas, uma vez que o dcido ascérbico ndao pode ser
autoclavado juntamente com o meio.

Cada placa continha a regido do explante de uma plantula na forma de tTCL’s.
Apd6s montagem do experimento, o material foi mantido em sala de crescimento com
condic¢des de luz, fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro) e temperatura, 28 + 2°C controladas.
Nesse experimento foi avaliado o grau de oxidacdo das placas, apds sete e 15 dias de
cultivo, atribuindo-se notas de 0 a 100 %, conforme o grau de oxidagado, sendo 0% sem
oxidagdo e 100% totalmente oxidado. Ao final, considerando a ultima avaliagdo, foi

obtida uma média por combinacao das cinco placas e realizada andlise dos resultados.

3.1.4 Efeito do uso do 6-BA e do TDZ em meio de indu¢ao na organogénese in vitro
de feijao (P.vulgaris L.)

Foi proposto nesse experimento testar o efeito do 6-BA e do TDZ na
organogénese in vitro de explantes da regido nodal das folhas primarias de plantulas de
feijao. Os experimentos foram constituidos de quatro tratamentos onde, todos receberam
0 mesmo meio basico (MS mais as vitaminas do Bs). O T1 foi o controle, livre de
reguladores de crescimento, o T2 foi acrescido de 10uM de 6-BA, o T3 foi acrescido de
15 uM de 6-BA e o T4 acrescido de 10uM de TDZ. As sementes foram germinadas
conforme item 3.1.2 por 11, 10, sete e 14 dias para cada bloco respectivamente. O
delineamento experimental foi de blocos casualizados, divididos no tempo, com quatro
repeticdes, com pelo menos cinco frascos (unidades de observacdo) por bloco e cada
frasco continha dez tTCL’s. O nimero de unidades de observacdo nao foi padronizado
pois era dependente do nimero de plantulas que emitiram o primeiro par de folhas.
Assim o bloco um foi montado com plantulas de 11 dias, o bloco dois com dez dias, o
bloco trés com sete dias e o bloco quatro com 14 dias de germinagdo. Os explantes
foram retirados da regido nodal do primeiro par de folhas (regido ‘A’ FIGURA 1), com
corte das gemas axilares pré - existentes visiveis. Apds montagem do experimento, 0O
material foi mantido em sala de crescimento com condic¢des de luz, fotoperiodo de 16/8
(luz/escuro) e temperatura, 28 + 2°C controladas. Foi avaliado nimero de plantas
regeneradas em relacdo ao numero de explantes vidveis, a cada sete dias num total de
trés avaliacOes. A partir da avaliacdo final, obteve-se a freqiiéncia média de regeneracao
pela média das unidades de observacdo, para cada bloco e posteriormente foi realizada

analise dos resultados.
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3.1.5 Efeito do uso do 6-BA e do TDZ na proliferacao de gemas axilares de feijao
(P.vulgaris L.)

Baseando-se nos resultados com relagdo a regido do explantes e efeito das
citocininas 6-BA e TDZ no meio de indugdo, foi realizado esse experimento utilizando
somente a regido nodal das folhas primarias (regido ‘A’ FIGURA 1) sem a retirada das
gemas pré-existentes, uma vez que CRUZ DE CARVALHO et al. (2000) nio relatam
tal procedimento. A germinagdo das sementes foi realizada conforme item 3.2.1 e foi
dividida em dois tratamentos de germinagao in vitro com e sem 6-BA (S5uM). O periodo
de germinacao foi de 14 dias para o bloco 1, 15 dias para o bloco 2 e 18 dias para o
bloco 3.

O meio de indugao também foi dividido em dois tratamentos: T1 - meio MS com
vitaminas do meio Bs, acrescido de 10 uM de 6-BA e T2: meio MS com vitaminas do
meio Bs acrescido de 10 uM de TDZ. Sendo assim o experimento foi realizado em
esquema fatorial 2x2, e o delineamento experimental foi de blocos casualizados,
divididos no tempo, com trés repeti¢des. O nimero de frascos (unidades de observagdo)
por bloco variou de seis a dez. Cada frasco continha a regido nodal das folhas primérias
(regido ‘A’ FIGURA 1) de uma plantula na forma de tTCL’s. Apds a montagem do
experimento, o material foi mantido em sala de crescimento com condi¢des de luz,
fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro) e temperatura, 28 + 2°C controladas. Foi avaliado o
namero de plantas desenvolvidas a cada sete dias, totalizando trés avaliacdes. A partir
da ultima avaliacdo, obteve-se a freqii€ncia média de plantas desenvolvidas pela média
das unidades de observagdo, para cada combinacdo e posteriormente foi realizada

analise dos resultados.

3.1.6 Proliferacao de gemas axilares a partir de apices meristematicos de caules de
feijao (P.vulgaris L.) in vitro

Foi realizando um estudo comparando dois meios na proliferacdo de gemas
axilares, a partir de dpices meristematicos de caules, e alongamento de brotos. Para tal
estudo foram utilizados dpices de plantulas germinadas in vitro conforme descrito o
item 3.2.1, com adi¢do de 5 uM de 6-BA por 17 dias.

Os meios consistiram de T1: meio MS com as vitaminas do meio Bs acrescido de
1 uM de 6-BA, 3uM de GAsze 10 uM de AgNO; (CRUZ DE CARVALHO et al.,
2000) e T2: meio MS com as vitaminas do meio Bs acrescido de 3uM de GA; O

delineamento foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes (frascos) por
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tratamento. Cada frasco continha quatro dpices (explante) de plantulas de feijao. Apds
montagem do experimento o material foi mantido em sala de crescimento com
condic¢des de luz, fotoperiodo de 16/8 (luz/escuro) e temperatura, 28 + 2°C controladas.

Foi avaliado o nimero de brotos formados por explantes, e a formacao de raiz
durante trés semanas, avaliando a cada sete dias. A partir da ultima avaliacdo obteve-se
uma média do nimero de brotos formados em cada tratamento pelas suas repeti¢des.
Para a formagdo de raiz obteve-se a freqiiéncia média de formacdo de raiz por
tratamento, obtida pela relacdo entre o nimero de explantes que formaram raiz pelo
total inoculado vidvel em cada tratamento, pelas suas repeticdes. Posteriormente foi
realizada andlise dos resultados.
3.1.7 Aclimatacao de plantas

Anteriormente a aclimatacdo as plantas passaram por um periodo in vitro em
meio MS com as vitaminas do meio Bs livre de horménio afim de que elas
desenvolvessem tanto parte aérea como raizes. As plantas que apresentavam parte aérea,
com ramos e folhas verdes, e sistema radicular bem desenvolvido foram aclimatadas em
copos plésticos de 200 mL, com vermiculita autoclavada, molhada com uma solucao de
meio MS/4 para suprir as necessidades nutricionais das mesmas. Essas plantas foram
armazenadas em condicdes de laboratério, com umidade do ar (aproximadamente 80%)
e temperatura controlada (25°C) em bandeja contendo 4gua, até se adaptarem a essas
condicdes ex vitro. Apods esse periodo as plantas foram passadas para vasos com terra e

colocadas em condig¢des de casa de vegetacao.

3.1.8 Analise estatistica
As andlises estatisticas, ANOVA e teste de Tukey de cada experimento foram
realizadas por meio do programa SISVAR (software livre, cedido pela UFLA) Os

graficos foram realizados no programa Excel.

3.2 Regeneracio de plantas haploides por meio da Androgénese em feijao
(P.vulgaris L.)

A seguir serdo descritos os procedimentos adotados para estudos da androgénese
em feijdo. Todos os experimentos foram realizados nos laboratérios de Cultura de
Tecidos Vegetais e de Citogenética, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Recursos Genéticos Vegetais, do Instituto Agrondmico, sediado na cidade de Campinas,

Sao Paulo.
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3.2.1 Cultura de anteras em feijao (P.vulgaris L.)

Inflorescéncias do cultivar IAC- Alvorada, apds o periodo de choque térmico de
0, 48 e 72 horas, foram esterilizadas superficialmente. Primeiramente foram lavadas em
agua corrente com algumas gotas de detergente e na seqiiéncia permaneceram em dlcool
70% por 40 segundos. Em camara de fluxo laminar asséptico as inflorescéncias foram
submersas em solucdo de hipoclorito de célcio (1,5%) por dez minutos sob agitacao
seguida de um rdpido enxdgiie em solucdo de acido cloridrico (0,001N) e sucessivas
lavagens por dgua destilada autoclavada durante 10 minutos

Os botdes, classificados em pequenos (2,0 a 3,5 mm) médios (3,6 a 6,0 mm) e
grandes (6,1 a 8,5 mm), foram dissecados sob microscépio esteroscOpico e as anteras
foram inoculadas em meio de cultura, na seguinte conformidade: 40 anteras para cada
placa de Petri média (diametro de 9,5 cm e altura de 2,0 cm), contendo 20 mL de meio.
As placas de Petri foram colocadas em sala de crescimento em temperatura de
aproximadamente 26° C no escuro.

Foram testados diferentes meios de cultura. Os meios de cultura para indugdo de
calos constou do MS contendo cinetina (18uM) + 24-D (18uM) (MUNOZ &
BAUDOIN, 2002) ou 6-BA (17,4uM) + 2,4-D (18uM) com as vitaminas do meio N6
(CHU, 1975). Calos obtidos do meio de inducdo foram passados para meio de
crescimento de calo constituido de MS com vitaminas de MOURAD-AGHA &
DEXHEIMER (1979) e posteriormente esse calos foram passados para meio de
regeneracio MS com vitaminas do meio Bs e 10 uM.L™' de 6-BA.

Avaliou-se o nimero de anteras que produziram calos, a0 mesmo tempo em que
se procurou observar de que tecidos ou células esses calos foram originados. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizados com no minimo trés

repetigoes.

3.2.2. Cultura de micrésporos isolados em feijao (P.vulgaris L.)

3.2.2.1 Relacdo entre tamanho de botao floral e estadio de desenvolvimento do
microsporo

Foram realizados estudos para a averiguacdo da existéncia de uma possivel
relacdo entre o tamanho dos botdes florais e o estddio de desenvolvimento dos

micrdésporos, especificamente, a fase mononuclear de interesse na androgénese. Para tal,
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botdes florais, coletados de plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo, de tamanhos
inferiores a 1 mm até 8,5mm foram coletados e entdo dissecados sob microscopio
esteroscopico. Foram analisados cinco botdes de cada tamanho. As anteras foram
retiradas e colocadas em meio CPW-13 (FREARSON et al., 1973). A seguir, as mesmas
foram transferidas para uma lamina com uma gota do mesmo meio, maceradas com
cuidado para liberacdo dos micrdsporos integros e cobertas com uma laminula. Algumas
laminas foram preparadas com o corante carmim acético 1,2% (MEDINA &
CONAGIN, 1964) e comparadas com aquelas preparadas apenas com o meio CPW-13
para verificar qual deles propiciava melhor contraste entre o nucleo e o citoplasma. As
observagdes quanto ao nimero de nucleos nos micrésporos foram feitas utilizando-se
um microscépio Optico Jenaval-Zeiss. O método de preparo das laminas com carmim
acético foi semelhante ao do CPW-13. Alguns micrésporos foram selecionados e
fotomicrografados em fotomicroscépio Vanox-Olympus, com filme colorido ASA 400

Kodak Ultra.

3.2.2.2 Efeito de choque térmico sob os microsporos

Botdes florais do cultivar de feijao IAC — Alvorada, de tamanhos entre 2,5 a 3,5
mm, coletados de plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo, foram divididos em dois
tratamentos: T1: 20 botdes utilizados como testemunha, ou seja, nao receberam choque
de frio (8 + 1°C — em geladeira) sendo dissecados imediatamente apds a coleta e T2: 20
botdes armazenados em geladeira, em um Becker contendo algodao umedecido com
agua destilada, por seis dias, periodo de choque de frio (8 £ 1°C - em geladeira). Apds
os seis dias de choque de frio foi realizado o procedimento para a liberacdo dos
micrésporos.

Para a liberacdo dos micrésporos, primeiramente os botdes florais foram
dissecadas em microscopio estereoscopico para a retirada das anteras em meio CPW-13.
Assim, os microsporos foram liberados das anteras pela maceragdo das mesmas em
meio CPW-13, passagem por peneira de 58 micrometros e observacao em microscopio
de luz invertida. Foram analisados 20 campos aleatérios, contando-se o nimero de

micrésporos de cada tamanho de forma presente.
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3.2.2.3 Experimentos de isolamento e cultivo de microsporos
A seguir (TABELA 1) estdo descritos o numero de experimentos com
micrésporos realizados e algumas especificagcdes. Porém cada experimento serd

detalhado abaixo.

Tabela 1 — Experimentos de cultura de micrdsporos isolados do cultivar de feijao (P.
vulgaris L) IAC-Alvorada e suas especificacoes.

Experimento Epoca de Periodo de Forma de Meio
colheita das choque plaqueamento utilizado
anteras térmico pra inducio
1 Outono 0 dia Liquido K8P
2 Outono 9 dias Gotas de agarose K8P
0,6%
3 Outono 6 dias Gotas de agarose K8P/K8
0,6%
4,5,6 Outono(4) / 10,6 e 13 dias  Gotas de agarose K8
Inverno (5 e 6) 0,6%

Os experimentos de cultivo de micrdsporos isolados foram baseados em
MATOS (2006), trabalho esse desenvolvido dentro do laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do TAC. Esse trabalho serviu de base, uma vez que se trata do cultivo e
regeneracdo de plantas a partir de protoplastos de Passiflora spp, € podem-se cultivar

micrésporos utilizando-se procedimentos semelhantes.

Experimento 1:

Material Vegetal: para esse estudo foram utilizados 80 botdes de 3,0 a 3,5 mm de
comprimento, do cultivar IAC- Alvorada, cultivado em casa-de-vegetacdo. O material
foi colhido no dia do isolamento e ndo sofreu choque térmico de frio.

Retirada das Anteras: os botdes florais foram lavados rapidamente com dgua e
detergente e posteriormente foram colocados em dlcool 70% por 40 segundos. Todas as
etapas a seguir foram realizadas sob condi¢des assépticas, ou seja, em camara de fluxo
laminar asséptica e material autoclavado. Os botdes florais foram esterilizados com
solucdo de hipoclorito de cdlcio 1,5 % por quatro minutos, em seguida sofreram

enxdgiie em solucao de acido cloridrico (0,001N) autoclavada. Posteriormente sofreram
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sucessivas lavagens de dez minutos com dgua destilada autoclavada. Apds a
esterilizacdo os 80 botdes foram dissecados com auxilio de microscopio estereoscopico
e as anteras foram retiradas e colocadas imediatamente em meio CPW-13.
Esmagamento das anteras: As anteras foram colocadas em peneira de 58 micrometros,
com auxilio de pipeta Pasteur e foram maceradas em meio CPW-13 com um bastdo de
vidro de ponta achatada para que os micrésporos fossem liberados. Como os
micrésporos sao menores que 58 micrometros, esses passaram pela peneira utilizada e o
que ficou retido na peneira era descarte, como por exemplo, restos de anteras ou outros
materiais.

Filtragem em Peneira de 30 micrometros: apds passarem pela peneira de 58
micrometros, adicionou-se CPW-13 a placa contendo micrésporos e esses foram
filtrados na peneira de 30 micrometros, objetivando reter os micrésporos vivos na
peneira e descartar particulas menores que isso, como por exemplo, micrésporos
invidveis. Apds a filtragem o material que passou na peneira foi descartado e os
micrésporos foram ressuspendidos em meio CPW-13 com auxilio de uma pipeta
Pasteur. Os micrésporos em suspensao no meio CPW-13 foram coletados e colocados
em tubos para centrifuga. Posteriormente foram armazenados em caixa de isopor com
gelo e levados a geladeira por aproximadamente duas horas (8 + 1°C) em meio CPW-13
antes da centrifugacao.

Centrifugacdo: A centrifugacdo foi realizada por cinco minutos a 1200 rpm em
centrifuga modelo Baby I 206B, marca Fanem. A seguir descartou-se o sobrenadante e
o pellet foi ressuspendido em um mL de meio K8P (KAO & MICHAYLUK, 1977).
Apds a homogeneizacdo retirou-se uma aliquota para contagem de micrésporos em
camara de Newbawer.

Diluicéo: foi obtida uma solugdo de micrésporos com uma populagio de 9 x 10*/mL a
qual foi diluida para aproximadamente 2,3 x 10* /mL, acrescentando-se 2mL de K8P,
totalizando entdo ao final da diluicdo uma solucdo de 3mL de K8P 1 x com
micrésporos. Esses 3 mL foram divididos em duas placas de Petri pequenas (diametro 6
cm e altura de 1,4 cm), contendo 1,5 mL em cada uma. Nesse caso foi utilizado meio
liquido sem Agar e as placas foram mantidas no escuro. Os micrdsporos plaqueados
foram observados diariamente em microscopio de luz invertida, anotando-se o estadio
de desenvolvimento dos micrésporos, o nimero de micrésporos inviaveis ou rompidos,
a presenca ou nao de divisdes. A documentagcdo também se deu por meio de fotografias

digitais. A cada trés ou quatro dias as culturas receberam troca de meio velho por meio
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novo, onde de cada placa foi retirado 1mL de K8P da placa e adicionado 1mL de K8P

1x novo.

Experimento 2:
Material Vegetal: para esse estudo foram utilizados 76 botdes de 3,0 a 3,5 mm de
comprimento, do cultivar IAC- Alvorada, cultivado em casa-de-vegetacao, colhidos e
colocados em geladeira, estando no momento da instalagdo do experimento com nove
dias de choque térmico de frio (8 £ 2°C).

Os procedimentos de retirada e esmagamento das anteras, filtragem em peneira
de 30 micrometros e centrifugacdo foram feitos como descrito no “experimento 1”.
Diluiciio: foi obtida uma solucdo de micrésporos com uma populagdo de 8,5 x 10* /mL
a qual foi diluida para aproximadamente 2,1 x 10* /mL, acrescentando-se 0,5 mL de
K8P 1 x e 1,5 mL de agarose 1,2% (1:1 de agarose 2,4 % e meio K8 2x),, no final
obteve-se 3 mL de K8P 1x com agarose 0,6%. Esses 3 mL foram divididos em gotas de
agarose em cinco placas de Petri médias contendo 9,6 mL de meio K8P em cada una e
as placas foram mantidas no escuro. Os micrésporos plaqueados foram observados
diariamente em microscopio de luz invertida, anotando-se o estddio de desenvolvimento
dos micrésporos, o nimero de micrésporos invidveis ou rompidos, a presenca ou ndo de
divisdes. A documentacdo também se deu por meio de fotografias digitais. As trocas de
meio se deram a cada trés ou quatro dias, onde cada placa grande recebeu a troca de 3,2

mL de meio K8P da placa por 3,2 mL de meio K8P 1x novo.

Experimento 3:
Material Vegetal: para esse estudo foram utilizados 80 botdes de 3,0 a 3,5 mm de
comprimento do cultivar IAC- Alvorada, cultivado em casa-de-vegetacdo, colhidos e
colocados em geladeira, estando no momento da instalacdo do experimento com seis
dias de choque térmico de frio (8 + 1°C).

Os procedimentos de retirada e esmagamento das anteras, filtragem em peneira
de 30 micrometros e centrifugacdo foram feitos como descrito no “experimento 1.
Exceto para apés a centrifugacdo onde o pellet foi ressuspendido em dois tubos de
ensaio e cada um recebeu 1mL de meio K8 (KAO & MICHAYLUK, 1977) 1x e K8P
1x.
Diluicao: foram obtidas duas solucdes de micrésporos com uma populagdo de 9,25 x

10* /mL a qual foi diluida aproximadamente 1,15 x 10* /mL, acrescentando-se 1 mL de
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K8P 1 x ou K8 1x e 2mL de agarose 1,2% , (1:1 de agarose 2,4 % e meio K8 2x), ao
final obteve-se 4 mL de meio com agarose 0,6%. O tratamento um constou de meio
K8P 1 x e o tratamento dois de meio K8 1x. Os 4 mL de cada tratamento foram
divididos em gotas de agarose, onde o T1 foi composto de cinco placa de Petri ,quatro
médias e uma pequena, e o T2 de quatro placas de Petri, trés médias e uma pequena. As
placas de Petri médias receberam 9,6 mL de meio K8P ou K8 1x e as pequenas 3,0 de
K8P ou K8 1x. As placas foram mantidas no escuro. Os micrésporos plaqueados foram
observados diariamente em microscopio de luz invertida, anotando-se o estadio de
desenvolvimento dos micrésporos, o nimero de micrésporos invidveis ou rompidos, a
presenca ou ndo de divisdes. A documentacdo também se deu por meio de fotografias
digitais.

As trocas de meio se deram a cada trés ou quatro dias, onde cada placa média
recebeu a troca de 3,2 mL de meio K8P ou K8 velho por meio K8 1x novo e as placas

pequenas 1 mL de meio K8P e K8 velho por meio K8 1x novo.

Experimento 4
Material Vegetal: para esse estudo foram utilizados 70 botdes de 3,0 a 3,5 mm de
comprimento, do cultivar IAC- Alvorada, cultivado em casa-de-vegetacao, colhidos e
colocados em geladeira, estando no momento da instalacdo do experimento com dez
dias de choque térmico de frio (8 + 1°C).

Os procedimentos de retirada e esmagamento das anteras, filtragem em peneira
de 30 micrometros e centrifugacdo foram feitos como descrito no “experimento 1.
Exceto para apds a centrifugac@o onde o pellet foi ressuspendido em meio K8 1x.
Diluiciio: foi obtida uma solugio de micrésporos com uma populacio de 8,1x 10°/mL a
qual foi diluida para aproximadamente 2,0 x 10*/mL, acrescentando-se 2 mL de K8 1 x
e 3 mL de agarose 1,2% , (1:1 de agarose 2,4 % e meio K8 2x), ao final obteve-se 6
mL de meio com agarose 0,6%. Essa solugcdo foi distribuida em 14 placas de Petri
pequenas em forma de gotas de agarose ou camada de agarose. Em cada placa as gotas
foram cobertas com 3 mL de meio K8 1x e foram mantidas no escuro. Os microsporos
plaqueados foram observados diariamente em microscéopio de luz invertida, anotando-se
o estddio de desenvolvimento dos micrésporos, o nimero de micrésporos invidveis ou
rompidos, a presenga ou nao de divisdes. A documentagdo também se deu por meio de

fotografias digitais.
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As trocas de meio se deram a cada trés ou quatro dias, onde cada placa recebeu a

troca de 1mL de meio K8 1x da placa por 1 mL de meio K8 1x fresco.

Experimento 5
Material Vegetal: para esse estudo foram utilizados 45 botdes pequenos de 3,0 a 3,5
mm de comprimento, do cultivar IAC- Alvorada, cultivado em casa-de-vegetacao,
colhidos e colocados em geladeira, estando no momento da instalacdo do experimento
com seis dias de choque térmico de frio (8 £ 2°C).

Os procedimentos de retirada e esmagamento das anteras, filtragem em peneira
de 30 micrometros e centrifugacdo foram feitos como descrito no “experimento 1.
Exceto para apds a centrifugacdo onde o pellet foi ressuspendido em meio K8 1x.
Diluiciio: foi obtida uma solucdo de micrésporos com uma populagio de 3,18 x 10° /mL
a qual solucdo foi diluida para aproximadamente 4,0 x 10* /mL, acrescentando-se 1 mL
de meio K8 1x e 2 mL de agarose 1,2% (1:1 de agarose 2,4 % e meio K8 2x), ao final
obteve-se 4 mL de meio com agarose 0,6%. A solucdo foi plaqueada na forma de gotas
de agarose em quatro placas de Petri pequenas, em cada placa as gotas foram cobertas
com 3 mL de meio K8 1x. Os micrésporos plaqueados foram observados diariamente
em microscopio de luz invertida, anotando-se o estddio de desenvolvimento dos
micrésporos, o nimero de micrésporos invidveis ou rompidos, a presenga ou nao de
divisdes. A documentagdo também se deu por meio de fotografias digitais.

As trocas de meio se deram a cada trés ou quatro dias, onde as placas 1 e 3
receberam a troca de ImL de meio K8 1x da placa pela mistura gradativa (3:1; 2:1; 1:1;
1:2 e 0:1) de meio K8 1x com K8 sem 2,4-D 1x e as placas 2 e 4 de meio K8 1x e K8

sem hormonio 1x.

Experimento 6
Material Vegetal: para esse estudo foram utilizados 50 botdes de 3 a 3,5 mm de
comprimento do cultivar IAC- Alvorada, cultivado em casa de vegetacdo, colhidos e
colocados em geladeira, estando no momento da instalagdo do experimento com 13 dias
de choque térmico de frio (8 + 1°C).

Os procedimentos de retirada e esmagamento das anteras, filtragem em peneira
de 30 micrometros e centrifugacdo foram feitos como descrito no “experimento 1.

Exceto para apds a centrifugacdo onde o pellet foi ressuspendido em meio K8 1x.
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Diluiciio: foi obtida uma solucio de micrésporos com uma populagio de 4,5 x 10° /mL
a qual foi diluida para aproximadamente 11,2 x 10* /mL, acrescentando-se 500 uL de
K8 Ix e 1,5 mL de agarose 1,2% (1:1 de agarose 2,4 % e meio K8 2x), ao final obteve-
se 3 mL de meio com agarose 0,6%. Os 3 mL foram divididos em gotas de agarose em
seis placas de Petri pequenas, em cada placa as gotas foram cobertas com 3 mL de meio
K8 1x As placas foram mantidas no escuro. Os micrdsporos plaqueados foram
observados diariamente em microscopio de luz invertida, anotando-se o estadio de
desenvolvimento dos micrésporos, o nimero de micrésporos invidveis ou rompidos, a
presenca ou ndo de divisdes. A documentacdo também se deu por meio de fotografias
digitais.

As trocas de meio se deram a cada trés ou quatro dias, onde as placas 1,3 e 5
receberam a troca de ImL de meio K8 1x da placa pela mistura gradativa (3:1; 2:1; 1:1;
1:2 e 0:1) de meio K8 1x com K8 sem 2,4-D 1x e as placas 2,4 e 6 a mistura de meio K8

1x e K& sem hormoénio 1x.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Regeneracio via organogénese direta e proliferacao de gemas axilares de feijao

A seguir serdo descritos e discutidos os resultados dos experimentos de
organogénese direta e desenvolvimento de plantas a partir da proliferacdo de gemas

axilares de feijao, conforme descritos no material e métodos.

4.1.2 Efeito de explantes da regido nodal entre os cotilédones e folhas primarias e
regiao nodal das folhas primarias

Segundo CRUZ DE CARVALHO et al. (2000) a regido mais responsiva para a
regeneracdo direta em feijdo € o epicotilo. Analisando a metodologia deste trabalho
notou-se que a regido utilizada tratava-se especificamente da regido nodal das folhas
primarias (regidao ‘A’ FIGUA 1).

Um experimento foi realizado utilizando essa regido (‘A’ FIGUA 1) e também a
regido nodal entre os cotilédones e o primeiro par de folhas, dividido em trés partes
iguais (B, C e D; FIGURA 1).

Como se pode observar (FIGURA 2) explantes da regido nodal das folhas

primdrias de plantulas de feijdo, do cultivar IAC-Alvorada, apresentaram diferenca
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significativa na regeneracgdo in vitro (51%) quando comparadas com explantes da regidao
nodal entre os cotilédones e folhas primdrias. Apesar de ser realizado o corte de gemas
pré-existentes nessa regido nao foi utilizado microscépio esteroscépico, o que pode ter

favorecido a permanéncia de gemas axilares ndo visiveis a olho nu.
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Figura 2 - Freqiiéncia média relativa de regeneracdo do cultivar de feijao (P. vulgaris
L.) IAC — Alvorada em funcdo de diferentes regides do explante.
* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

CRUZ DE CARVALHO et al. (2000) ndo mencionam no trabalho se foi
realizada a retirada das gemas axilares, uma vez que essa regido apresenta uma grande
quantidade dessas gemas.

A partir desses dados se pode deduzir que os resultados de CRUZ DE
CARVALHO et al. (2000), chamado de um sistema eficiente e reprodutivel de
regeneragdo via organogénese direta, pode na verdade tratar-se de um processo de
desenvolvimento de plantas a partir da proliferacio de gemas axilares, o que
descaracteriza a organogénese direta. Segundo PHILLIPS & HUBSTENBERGER
(1995) a regeneragdo direta, ou adventicia, de plantas na cultura de tecidos pode ser

obtida pela cultura de secdes de tecidos sem a presenca de um meristema pré-formado.

4.1.3 Efeito do acido ascérbico na organogénese in vitro de feijao
Como se pode observar (FIGURA 3) o teste F nao foi significativo para a essa
caracteristica, indicando que ndao houve diferencas entre os tratamentos de dacido

ascorbico para o presente experimento. Sendo assim o uso do 4cido ascérbico nao foi
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eficiente no controle da oxidacdo dos explantes de feijdo para as trés doses estudadas
para as condi¢des deste experimento. MOHAMED et al. (1993) utilizando 0,42 uM e
0,84 uM de 4cido ascérbico verificaram um efeito positivo de aumento do tempo de
sobrevivéncia de calos para seis semanas. A nao eficiéncia das doses estudadas pode ter
sido devido a serem menores quando comparadas ao trabalho de MOHAMED et al.
(1993).

Também nao foi verificada regeneracdo de plantas a partir dos explantes
utilizados, a regido nodal das folhas primdrias com retirada das gemas visiveis (‘A’

FIGURA 1) e a regido proximal das folhas primarias (‘B” FIGURA 1).
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Figura 3 — Porcentagem média de oxidag@o entre as diferentes concentra¢des de dcido
ascorbico sobre os explantes do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC — Alvorada.

Para a regido do explante o teste F foi significativo, indicando que houve
diferengas na porcentagem média de oxidacdo conforme a regido utilizada como
explante. Como se pode observar (FIGURA 4) a regido proximal das folhas primadrias
(‘B” FIGURA 1) apresentou uma maior porcentagem média de oxidacdo (94,25%) em

relacdo a regido nodal das folhas primarias (‘A’” FIGURA 1) (81,4%).

43



102
) b
z
< (8.5
[
O iy
8 85 o
=
=
& 765
-
L
° 68 :

Regido nodal das folhas primarias Regiao proximal das folhas

CV: 1394 ‘A primarias 'B'

Figura 4 — Porcentagem média de oxidacdo entre as diferentes regides do explante do
cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC — Alvorada.

* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Para o desdobramento da varidvel tratamento de 4dcido ascérbico (0,06 uM; 0,14
uM. e 0,3uM) dentro de cada nivel de explante (‘A’ - regido nodal das folhas primarias
e ‘B’ - regido distal das folhas primarias, FIGURA 1) o teste F ndo foi significativo.

Para o desdobramento da varidvel regido do explante (‘A’ - regido nodal das
folhas primarias e ‘B’ - regido distal das folhas primarias, FIGURA 1) dentro de cada
nivel de tratamento de 4cido ascoérbico (0,06 uM; 0,14 uM. e 0,3uM) o teste F foi
significativo para a relagdo entre a regido do explante e as doses de 0,14 € 0,3 uM de
acido ascorbico. Como se pode observar (TABELA 2) a regido nodal das folhas
primdrias (‘A” FIGURA 1) apresentou uma média de porcentagem de oxidacao de 80 e
83,33% para as concentragdes de acido ascérbico de 0,14 e 0,3 uM respectivamente.
Essas diferiram das observadas para a regido distal das folhas primérias (‘B’ FIGUA 1)
com médias de 96,67% e 95% para as concentragdes de 0,14 e 0,3 uM de 4cido
ascorbico respectivamente. Para esse experimento foi observada uma tunica regeneragao

no tratamento de 0,14 uM.
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Tabela 2 — Interacdo entre a regido do explante do cultivar de feijao (P. vulgaris L.)
IAC - Alvorada e a concentracdo de dcido ascérbico na porcentagem média de oxidacao
desses explantes.

Regiao do % Média de oxidacao por concentracao de acido ascorbico
Explante
0,06 pM 0,14 uM 0,3 uM
Regiao nodal das 80,70a 80,00a 83,33a

folhas primarias

Regido proximal
das folhas 91,11a 96,67b 95,00b
primarias

* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

4.1.4 Efeito do uso do 6-BA e do TDZ na inducio da organogénese in vitro de feijao

(P.vulgaris L.)

Utilizando-se a regido nodal das folhas primérias (‘A’ FIGURA 1) com corte das
gemas axilares visiveis, avaliou-se a eficiéncia de duas concentragdes de 6-BA e de uma
de TDZ na inducdo a organogénese in vitro em feijdo. A Figura 5 apresenta os
resultados de regeneracdo e formacdo de calos para os quatro tratamentos avaliados:
Controle - sem hormoénios; 10uM de 6-BA; 15uM de 6-BA; 10uM TDZ. Observou-se o
desenvolvimento de plantas em todos os tratamentos, embora em baixa freqii€ncia, com
excecao no tratamento com 15uM de 6-BA que ndo apresentou regeneragdes. Conforme
se pode verificar (FIGURA 5) nenhum dos tratamentos apresentou diferencas
significativas. Os valores observados nos tratamentos de 10 uM de 6-BA (22%) e TDZ
(20%) foram muito préximos, indicando que esses dois hormoOnios apresentaram
respostas semelhantes.

Nao foi verificado efeito de bloco nesse experimento, indicando que as plantulas
com diferentes dias de germinacdo (11, 10, sete e 14 dias para cada bloco

respectivamente) ndo interferiram no resultado do experimento.
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Figura 5 - Freqiiéncia média relativa de regeneracdo do cultivar de feijao (P. vulgaris
L.) IAC — Alvorada, sob diferentes concentragdes hormonais: 0, 10 uM de 6-BA,15 uM
de 6-BA e 10 uM de TDZ, para explantes da regido nodal das folhas primdrias sem as
gemas axilares.

* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

4.1.5 Efeito do uso do 6-BA e do TDZ na proliferacao de gemas axilares de feijao
(P.vulgaris L.)

Baseando-se nos resultados do experimento 4.1.4 e da regido do explante 4.1.2
foi realizado um estudo com a regiao nodal das folhas primérias (‘A” FIGURA 1) sem a
retirada das gemas pré-existentes. As plantulas usadas nesse experimento foram
germinadas em dois diferentes meios, um sem hormoénio e outro com 5 uM de 6-BA.
Foram utilizados dois diferentes meios de indug@o, um com de 10 uM de 6-BA e outro
com10 uM de TDZ.

Como se pode observar (FIGURA 6) explantes de plantulas germinadas com 5
uM de 6-BA forneceram maior porcentagem (9,6%) de plantas desenvolvidas em
relacdo ao meio sem hormodnio (4,5%). Apesar dessa diferenca os tratamentos de
germinacdo nao diferiram entre si segundo o teste F.

Para os meios de indu¢do também ndo houve diferenca estatistica segundo o
teste F. A freqiiéncia média de desenvolvimento de plantas foi de aproximadamente
5,9% para o meio suplementado com 10 uM de 6-BA e de 8,5% para o meio

suplementado com 10 uM de TDZ.
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Figura 6 - Freqiiéncia média relativa de desenvolvimento de plantas do cultivar de
feijdo (P. vulgaris L.) IAC — Alvorada para os diferentes tratamentos de germinagdo e
meios de inducdo para explantes da regido nodal das folhas primdrias sem corte das
gemas axilares.

Para o desdobramento da varidvel germinag¢do (com ou sem 5 uM de 6-BA)
dentro de cada nivel de meio de indugdo (10 uM de 6-BA e 10 uM de TDZ), o teste F
foi significativo para a relagdo das diferentes germinagdes com o meio de indugdo
acrescido de 10 uM de TDZ. Sendo assim como se pode observar (TABELA 3) para o
meio de germinacdo que nao recebeu SuM de 6-BA a freqii€éncia média de plantas
obtidas foi de 1,88% enquanto que para o meio de germinagao suplementado com SuM
de 6-BA a freqiiéncia média de plantas obtidas foi de 9,55% para explantes cultivados
em meio de indugdo acrescido de 10 uM de TDZ.

A freqiiéncia média de desenvolvimento de plantas observada (TABELA 3) para
o meio de germinacao acrescido de SuM de 6-BA e meio de inducdo acrescido de 10
uM de 6-BA foi de 9,69%, valor esse muito proximo a freqiiéncia média observada para

0 mesmo tratamento de germinacdo e com 10 uM TDZ no meio de inducdo.

Tabela 3 — Interagdo entre o meio de germinag¢do e o meio de inducdo na freqiiéncia
média relativa de desenvolvimento de plantas do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC
— Alvorada, para explantes da regidao nodal das folhas primdrias sem corte das gemas
axilares.

Meio de Meio de inducao
Germinacio MS + Bs+ 10 uM 6-BA MS + Bs+ 10 uyM TDZ
sMS + Bs 7,43a 1,88a
-MS + Bs + 10
uM 6-BA 9,68a 9,55b

* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Pode-se destacar com relagdo a isso que para explantes tratados com 5 uM 6-BA
na germinacao os dois diferentes meios de indu¢do apresentaram praticamente 0 mesmo
valor de freqiiéncia de desenvolvimento de plantas o que ndo foi observado para o
tratamento sem 6-BA.

Com base em tais resultados presume-se que a utilizacdo de 10 uM 6-BA ou 10
uM TDZ no meio de indugdo foi semelhante para a multiplicacdo de gemas, pois ndo
houve diferenca estatistica entre os dois tratamentos.

Apesar do TDZ ter apresentado, nesse caso, mesma eficicia que o 6-BA no
desenvolvimento de plantas a partir de gemas pré-existentes, pode-se observar a
formacdo e um maior crescimento de calos nos explantes que receberam este tratamento
(FIGURA 7d). Também foi observada uma alta quantidade de nédulos verdes nesses
calos (FIGURA 7a a 7c) ap6s 21 dias de cultivo no mesmo meio. Apds 30 dias de
cultivo, observou-se nesses calos regeneragdes possivelmente provenientes das gemas
axilares multiplicadas nesses explantes (FIGURA 7e e 7f). No meio suplementado com
10 uM 6-BA também foram observados calos com nédulos, mas esses eram em menor
quantidade daqueles cultivados em 10 uM TDZ.

A Figura 8 mostra os calos provenientes de meio suplementado com 10 uM 6-

BA e seus brotos.

Figura 7 — (a, b e c) Explantes de tTCL’s da regidao nodal das folhas primdrias do
cultivar de feijao (P. vulgaris L. ) IAC — Alvorada em meio contendo 10 uM de TDZ
apresentando grande nimero de nddulos verdes; (d) calos nesse meio com maior
crescimento e (e e f) brotagdes provenientes de gemas axilares multiplicadas.
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Figura 8 — Explantes de tTCL’s provenientes da regido nodal das folhas primdrias do
cultivar de feijado (P. vulgaris L.) IAC — Alvorada em meio contendo 10 uM de 6-BA
apresentando calos com nddulos e regeneragdes.

Naio foi verificado efeito de bloco neste experimento, o que indica que a sele¢do
visual das plantulas que apresentavam diferentes dias de germinacdo, 14, 15 e 18 para
cada bloco respectivamente, foi uniforme e ndo interferiu na proliferacdo de gemas
axilares.

4.2 Proliferacao de gemas axilares a partir de apices meristematicos de caules de
feijao (P.vulgaris L.) in vitro

Este experimento foi realizado para obter um meio eficiente na proliferagdo de
gemas axilares a partir de dpices meristemdticos de caules, continua multiplicacdo e
alongamento dos brotos obtidos. Como observado (FIGURA 9) o meio contendo 1uM
de 6-BA, 3 uM de GAze 10 uM de AgNOs proposto por CRUZ DE CARVALHO et al.
(2000) propiciou maior nimero de brotos gerados, sendo essa diferenca superior a 50%
do observado no meio contendo somente 3 uM de GA3;,

Foi observado que dpices cultivados em meio contendo somente 3 uM de GA3
apresentaram uma média de 3,4 brotos por explante além terem plantas alongadas finas.
Os 4pices cultivados em meio com 1uM de 6-BA, 3 uM de GAs e 10uM de AgNO;3
apresentaram uma média de 8,6 brotos por explante € um homogéneo desenvolvimento
de plantas (FIGURA 9). A presenca da citocinina 6-BA e do AgNO; pareceram

importantes nesse €aso no processo.
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Figura 9 — Ndmero médio de formagao de brotos provenientes de dpices de plantulas do
cultivar de feijao IAC-Alvorada cultivados em dois diferentes meios.
* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste te Tukey a 5%.

Meio Meio MS +Bs +3uM

GA3, lllM 6-BA , 10 llM de Meio MS +Bs +3llM GA;

Figura 10 - (a- 4 frascos da esquerda e b) Apices do cultivar de feijao (P. vulgaris L.)
IAC — Alvorada, cultivados em meio MS + Bs + 3 uM de GA3,1 uM de 6-BA, 10 uM

de AgNOs; (a- 4 frascos da direita e c¢) dpices do mesmo cultivar cultivados em meio
MS + Bs + 3 uM de GA;.
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MOHAMED et al. (1992b) observaram que para desenvolvimento das brotac¢des
obtidas utilizando no alongamento de parte aérea um meio secundario acrescido de 2
uM 6-BA e 4 uM GA; obtiveram um crescimento uniforme de parte aérea, porém nao
houve formagdo de raizes. Com essa combinacdo de 6-BA e GAj foi observado um
rapido alongamento em duas semanas, porém os brotos apresentaram drea foliar
reduzida e quando permaneceram mais que uma semana nesse meio, as plantas
tornaram-se alongadas, finas e com folhas amareladas. No presente trabalho, essas
caracteristicas foram observadas para o meio contendo somente GAjs,

Para a formacdo de raiz também houve diferenca significativa entre os dois
meios utilizados. As plantas em meio contendo 1uM de 6-BA, 3 uM de GAz e 10uM de
AgNO; apresentaram menor percentual de formagdo de raizes, em torno de 6,3%,
enquanto que plantas cultivadas em meio contendo somente 3 uM de GAj apresentaram
cerca de 68% de formacao de raiz (FIGURA 11).

Apo6s trés semanas de cultivo nesses meios essas plantas foram passadas para
meio MS mais as vitaminas do meio Bs, livre de hormonios. As plantas que estavam em
meio contendo 1uM de 6-BA, 3 uM de GAs e 10uM de AgNO; apresentaram rapido
enraizamento e producdo de ramos e folhas. As plantas desenvolvidas em meio

contendo somente 3 uM de GAj eram finas, sem grande producdo de ramos folhas.

a
0 I :

MS+B5+3 pM GA3, 1 pM 6-BA MS+ B5 +3 pM GA3
€10 pM AgNO3

% média de formacao de

CV: 24,02

Figura 11 - Freqiiéncia média de formacao de raizes em brotos provenientes dpices de
plantulas do cultivar de feijao IAC-Alvorada cultivados em dois diferentes meios.
* Tratamentos seguidos de letras diferentes diferem entre si pelo teste te Tukey a 5%.

A auxina, hormonio fundamental na formagao do sistema radicular, é produzida

nos meristemas apicais das plantas. Assim para que uma planta obtida in vitro
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desenvolva seu sistema radicular de forma a permitir a sua readaptacao as condi¢des ex

vitro, € necessario que a parte aérea presente seja suficiente a ponto de suprir as

necessidades de auxina requeridas para a formacdo de raizes.

4.3 Androgénese

4.3.1 Cultura de anteras de feijao (P. vulgaris L.).

Foi verificado efeito do meio MS acrescido dos hormonios 6-BA ou cinetina e
2,4-D, com as vitaminas do N6, na formac¢do de calos para botdes florais e anteras em
todos os tamanhos estudados. Anteras e botdes florais colocados em meio de inducao
formaram calos (FIGURA 12a) os quais foram transferidos para meio de crescimento de
calos, e em seqiiéncia para o meio de regeneracdo, porém nenhum calo formado
apresentou regeneracdo. Verificou-se também que o tecido que estava se multiplicando
nesse caso ndo era proveniente de micrésporo, mas sim das células do filete e/ou
conetivo, ou seja, um tecido somdtico (FIGURA 12b). Por esse motivo ndo se avaliou a
diferenga entre os diferentes tratamentos de estddio de desenvolvimento de anteras e
meios de indugdo. Assim resolveu-se cultivar micrésporos isolados, uma técnica mais
trabalhosa, porém mais vantajosa, pois evitaria a interferéncia de tecidos somdticos no

processo.

Figura 12 - (a) Calo formado da cultura de antera do cultivar de feijdo (P. vulgaris L.)
IAC- Alvorada. (b) Células do filete e/ou conetivo da antera dividindo e dando origem a
calo, do mesmo cultivar.
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4.3.2 Cultura de micrésporos isolados de feijao (P. vulgaris L.)

4.3.2.1 Estudo da relacao entre tamanho de botdo floral e estadio de
desenvolvimento de micrésporos.

Observou-se inicialmente que tanto o uso do meio CPW-13 como o do corante
carmim acético, no preparo das laminas de botdes florais de feijdo, propiciou bom

contraste entre o nicleo e o citoplasma (FIGURA 13a e b).

Figura 13 - Fotomicrografias de micrésporos de Phaseolus vulgaris L. IAC - Alvorada:
(a) partir de botdo floral com 3,5mm de comprimento e preparado em CPW-13; e (b)
botdo floral com 5 mm de comprimento e preparado com carmim acético 1,2%.
Aumento das fotos: X900.

Estudos efetuados em algumas plantas, como por exemplo, maracuji-amarelo
(Passiflora edulis forma flavicarpa) por SOUZA et al. (2002) e em tomate (Solanum
lycopersicum) por SEGUI-SIMARRO & NUEZ (2005), por exemplo, comprovaram a
existéncia de uma associag@o entre o tamanho do botdo floral e o estddio de micrésporo
e de grao de polen. Em Phaseolus vulgaris L., IAC-Alvorada, os estudos realizados
mostraram que ha chance de se encontrar micrésporos mononucleados em botdes florais
medindo de 2,5 a 4,5 mm de comprimento (TABELA 4), porém se somente estes forem
coletados de inflorescéncias jovens. Entretanto como a flor de feijao nunca se encontra
isolada, mas sim agrupada na forma de inflorescéncia tipo racemo axilar, se na mesma
inflorescéncia houver desde gemas florais até botdes na antese e também vagens, as
chances de se obter um botdo, embora de pequeno tamanho, e na fase de micrésporo
mononucleado € praticamente nula. Nesse caso tanto os botdes pequenos como 0s
grandes ja estdo em fase de graos de pdlen, devido provavelmente a uma aparente

sincronia
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Tabela 4 - Relacao entre tamanho dos botdes florais e fases da meiose em Phaseolus
vulgaris L. IAC — Alvorada.

Tamanho do botao Fase da meiose
em mm
<10 paquiteno a diacinese
1,0 metafase I; metafase II; tétrade
1,5 metafase I ; metafase 1I; tétrade
1,8 metafase 1I; tétrade
2,0 Tétrade
2,5 Tétrade; micrésporos mononucleados
3,0 micrésporos mononucleados
3,5 micrésporos mononucleados
4,0 micrésporos mononucleados
4,5 micrésporos mononucleados; micrésporos binucleados
5,0 micrésporos mononucleados
6,0 micrésporos mononucleados
7,0 micrésporos mononucleados; micrésporos binucleados
8,0 micrésporos mononucleados; micrésporos binucleados
8.5 micrésporos mononucleados; micrésporos binucleados

Estas informagdes sao fundamentais para o sucesso das pesquisas que envolvem
a técnica e cultura de anteras in vitro, pois um dos pontos de entrave € o estddio da
microgametogénese, isto é, a presenca de micrésporos mononucleados que sdo
fundamentais para o sucesso da androgénese (ZHANG & LESPINASSE, 1992).

Baseado nestas informagdes optou-se no presente estudo pela utilizacdo de
botdes de tamanho entre 2,5 e 3,5 mm coletados a partir de ramos jovens onde o estiddio

de desenvolvimento dos botdes € uniforme.

4.3.2.2 Efeito de choque térmico sob os microsporos

O desvio do desenvolvimento gametofitico para esporofitico em cultura de
micrésporos ocorre pela aplicacdo de varios pré-tratamentos tanto in vivo como in vitro,
que agem como gatilhos para a inducdo dessas vias esporofiticas (TOURAEV et al.,
1997). Entre esses pré-tratamentos podemos listar choque térmico (calor ou frio),

agentes anti-mitoticos (colchicina), caréncia de nitrogénio, caréncia de carboidratos,
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incubacdo em solu¢do de manitol e inducdo hormonal. Neste estudo foi escolhido o
choque de frio (8 = 1°C) a zero e seis dias. Foram observados micrdsporos grandes
redondos, grades triangulares, grandes invidveis, pequenos redondos, pequenos
triangulares e pequenos invidveis.

Como se pode observar (FIGURA 14) micrésporos da testemunha apresentaram
maior freqiiéncia de micrésporos pequenos triangulares sem reestruturacdo do
citoplasma (FIGURA 16a), considerados ndao induzidos em relagdo a seis dias de
choque de frio (8 £ 1°C). Porém, observa-se também um aumento consideravel de 11,8
para 18%, de micrésporos grandes redondos (mononucleados) e com mudangas
estruturais (FIGURA 15), de zero para seis dias de choque térmico, dado importante,
pois estes micrésporos sao considerados ideais a induc@o e induzidos respectivamente,
segundo a literatura ( FIGURA 16b). HOFER et al. (1999) encontraram micrésporos
com caracteristicas peculiares, onde apds sofrerem choque de falta de suprimentos,
essas células ndo apresentaram graos de reserva, mas sim aumentaram de tamanho e
apresentavam muitos vactolos. Para TOURAEV et al., (1997) micrésporos isolados
apés o pré-tratamento intumescem e seus citoplasmas sofrem uma reorganizacio
estrutural onde o nudcleo se move para o centro da célula e linhas citoplasmdticas sdo
formadas circundando o mesmo, as quais passam através do vacuolo e conectam o
citoplasma perinuclear com o citoplasma subcortical. Micrésporos com essa

conformagdo também sdo chamados de ‘tipo estrela’ (SHARIATPANAHI et al., 2006).
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Figura 14 — Freqiiéncia de diferentes tipos de micrésporos da testemunha, cultivar de
feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada.
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Figura 15 - Freqiiéncia de diferentes tipos de micrésporos do cultivar de feijao (P.
vulgaris L.) IAC- Alvorada com seis dias de choque de frio (8 = 1°C).

Figura 16 — (a) Micrésporos do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada: os
quais ndo sofreram reestruturagdo organizacional do citoplasma apés choque de frio, (b)
e com reestruturacdo organizacional do citoplasma apds o choque de frio (8 + 1°C).

4.3.2.3 Experimentos de isolamento e cultivo de microsporos

A Tabela 5 apresenta um resumo dos experimentos incluindo aqueles na qual

foram observadas mudancas estruturais caracteristica de divisdes celulares.
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Tabela 5 — Experimentos de cultura de micrésporos do cultivar de feijao (P. vulgaris
L.), IAC- Alvorada incluindo as suas especificacOes e indicacdo os que apresentaram
mudanca estrutural semelhante a divisao celular.

Experimento Epocade  Periodo de Forma de Meio Mudanca
colheita das choque plaqueamanto utilizado estrutural
anteras térmico pra semelhante
inducao a divisao
celular
1 Outono 0 dia Liquido K8P Sim
2 Outono 9 dias Gotas de K8P Sim
agarose 0,6%
3 Outono 6 dias Gotas de K8P/K8 Nao
agarose 0,6%
4,5,6 Outono(4) / 10,6 ¢ 13 Gotas de K8 Sim (5)
Inverno (S e dias agarose 0,6% Nio (4 e 6)
6)

Experimento 1

Um dia apds o isolamento de micrésporos esses se encontravam vidveis e sem
nenhuma contaminacio nas placas. A cultura apresentava micrésporos em diferentes
estddios de desenvolvimento, desde micrésporos invidveis, com aparéncia de rompidos
(FIGURA 17) até estadios mononucleados. Também foram observados graos de pdlen

que ja apresentavam forma triangular com trés saliéncias bem visiveis, possivelmente os

seus poros (FIGURA 18).

Figura 17 — Micrésporo do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada invidvel
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Figura 18 - (a) Micrésporos do cultivar de feijdo (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, na
forma de grao de pdlen, (b) e em estddio mononucleado.

Ap06s quatro dias de cultura, observando-se as placas com cultura de micrésporos
e verificou-se que na Placa 1 os micrésporos estavam agrupados, formando
visivelmente “grumos”. Na placa 2 os micrésporos estavam dispersos. Assim, foi
adicionado 1 mL de meio K8P 1x em cada placa para suprir as necessidades de
nutrientes e vitaminas.

A constante troca de meio é de extrema importancia, visto que nessa etapa uma
grande quantidade de micrésporos vivos, que se encontram na cultura de células,
consome de forma rdpida os nutrientes e vitaminas presentes no meio. Diferentes
aditivos de meio como a dgua de coco fornecem essenciais nutrientes na cultura de
tecidos e parecem ter um efeito positivo na divisdo inicial dos micrésporos e
subseqiiente formacdo de embrides (NEUENSCHWANDER & BAUMANN, 1995). O
fornecimento de um meio enriquecido € necessario para que as células sejam capazes de
crescer, mesmo em baixa densidade populacional, pois esse meio ird lhe fornecer
apropriados metabdlitos intermedidrios (KAO & MICHAYLUK, 1975).

Essa troca de meio também € indicada para a reducdo da pressdo osmética do
meio devendo assim proceder com a troca gradativa por um meio com menor pressao
osmotica. Segundo MATOS (2006) a troca deve ocorrer a cada trés ou no maximo

quatro dias, pois caso contrério, tanto os protoplastos quanto as células que ja haviam
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entrado em divisdo morreriam. Esse procedimento proporcionou uma eficiéncia de
plaqueamento alta em experimentos preliminares, quais sejam: de 45,8% para P. edulis,
36,8% para P. alata, e de 24,5 % para P. nitida (PASSOS & BERNACI, 2005). Dessa
forma optou-se neste trabalho por realizar a troca de meio a cada trés ou quatro dias.

Um dia apds adicionar 1mL de meio nas placas, na placa um foi observado que
os micrdsporos estava dispersos € menos agrupados que o dia anterior. Na placa 2
observou-se maior quantidade de micrdsporos invidveis em relagdo a placa 1.

Com seis e sete dias de cultivo foram verificadas mudangas estruturais nos
microsporos, em ambas as placas (1 e 2) que podem ser comparadas com divisdes

celulares. Nas figuras 19a a 19c estdo apresentadas algumas dessas possiveis divisoes.

Figura 19 - (a) Micrésporos do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, em
possiveis divisdes na placa 1, apos seis dias de cultivo, (b e ¢) placa 2 apds sete dias de
cultivo.

Nesse caso, os botdes florais ndo sofreram nenhum tipo de pré-tratamento antes
do isolamento dos micrésporos. A forma de inducdo a divisdo foi somente o meio K8P,
que contém a auxina 2,4-D a qual € utilizada justamente para induzir a célula a entrar
em processo de divisdo. Apds sete dias de cultivo foi verificada contaminagdo dessas

placas as quais foram descartadas.

Experimento 2

Um dia apds o isolamento dos micrésporos, 0os mesmos estavam vidveis € sem
contaminagdo. A quantidade de micrdsporos rompidos era muito baixa e a cultura
apresentava microsporos em diferentes estddios de desenvolvimento, desde

mononucleados até graos de pélen.
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Aos quatro dias de cultivo as placas de nimero 1, 3 e 5 foram descartadas devido
a contaminag¢do bacteriana. As placas de niimero 2 e 4 ndo apresentavam contaminacao
aparente, havendo poucos micrésporos invidveis e rompidos.

No quinto dia de cultivo a placa 2 também apresentou contaminacao, porém foi
mantida para observacdo dos micrdsporos. A placa 4 foi mantida e recebeu troca de
meio nesse mesmo dia; assim foram retirados 3,2 mL de meio K8P e acrescentado 3,2
mL de K8 1x.

Algumas observacdes foram feitas nessas duas placas, como mudangas
estruturais dos micrésporos, apds cinco dias de cultivo. Porém ndao hd como afirmar
certamente se essas mudancas estruturais s@o ou ndo as primeiras divisdes celulares dos
micrésporos para posterior entrada em rota esporofitica. Como podemos observar
(FIGURA 20), houve uma mudanca estrutural nesse microsporo. A seta indica possivel
formacdo de lamela média, o que € comum nessa fase da cultura, visto que segundo
BONET e OLMEDILLA (2000) os micrésporos primeiramente sofrem divisdes

internas, tornando-se multicelulares, para posterior quebra da exina e divisao externa.

Figura 20 — Micrésporos do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, isolados
em meio K8P, solidificado com agarose 0,6%, onde a seta indica uma possivel
formacdo de lamela média oriunda de divisao interna do micrésporo.

Experimento 3

Das cinco placas inoculadas somente as placas K8-1, K8 -2 e K8P-1 ndo
apresentaram contaminacdo. Dessas, somente uma placa ndo contaminou (K8-2), Em
experimentos posteriores foi adotado o uso da placa de Petri pequena, pois € mais facil
de controlar o desenvolvimento dos micrésporos, porém, o indice de contaminagdo é

maior. Segundo MATOS (2006), a contaminacdo acontece principalmente devido a alta
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temperatura verificada no nivel das placas incubadas o que provoca a evaporacdo do
meio de cultura e condensacio na tampa da placa, o qual escorre pelas laterais para fora,
propiciando assim o desenvolvimento de fungos e bactérias. Dessa forma, o uso de
placas médias evita a contaminacio, pois a quantidade de meio por volume de placa é
menor que na placa pequena, o que acaba contribuindo para evitar a contaminacao.

Em todos os tratamentos ndo foram observadas mudancas estruturais nos
micrésporos que indicam divisdo celular. Nas placas K8-1 e K8-2, foram observadas
mudangas estruturais que podem indicar uma ruptura e liberagdo do citoplasma,

provavelmente causada pela maceragdo das anteras (FIGURA 21ae b).

Figura 21 - Micrésporos do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, invidveis,
em meio K8 1x.

Nas culturas de micrésporos em meio K8P foram observados micrésporos
induzidos “tipo estrela” (SHARIATPANAHI et al., 2006), que segundo TOURAEYV et
al., (1997) apds o pré-tratamento intumescem e seus citoplasmas sofrem uma
reorganizacdo estrutural. Nesta estrutura o niicleo se move para o centro da célula e
linhas citoplasmaticas sdo formadas circundando o mesmo, as quais passam através do
vactolo e conectam o citoplasma perinuclear com o citoplasma subcortical (FIGURA

22). Nesse caso o pré-tratamento foi de choque de frio (8 + 2°C) por nove dias.
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Figura 22 — Micrésporo do cultivar de feijdo (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, “tipo
estrela” em meio K8P 1x.

Experimento 4

Das 14 placas inoculadas somente as placas 2, 4 e 5 contaminaram. Nas placas 2
e 5 ndo foram observadas mudangas estruturais nos seus microsporos que fossem
comparadas a divisdes celulares, mas sim mudancas que caracterizam ruptura de
micrésporo, provavelmente ocasionada pela maceragdo dos mesmos, como observado
no experimento anterior (FIGURA 21a e b).

Na placa 4 também com aproximadamente seis dias de cultivo foram observadas
mudangas estruturais. Como observado (FIGURA 23) o micrésporo aparentemente pode
ter aumentado de tamanho e formado muitos vactolos, o que também foi observado por
HOFER et al. (1999) ou ainda pode ter sofrido entrada de 4gua na célula e alterando sua
forma. O uso do meio K8, utilizado nesse experimento, na qual apresenta uma menor
pressdo osmoética em relagdo ao meio K8P, pode ter favorecido a entrada de dgua no
micrdsporo, buscando dessa forma equilibrar a pressiao dentro e fora da célula. Somente
com as observacdes a nivel estrutural ndo se pode afirmar se ocorreu indugdo para
entrada em divisdo o micrésporo, ou entrada de dgua na célula devido ao uso do meio
K8. Para se afirmar com certeza que se tratava de divisdes internas seria necessario o
uso de técnicas complementares que véem a confirmar esse processo, como por
exemplo, calcofluor ou ainda esperar cerca de 30 dias de cultivo, como observado por
MATOS (2006) na cultura de protoplastos de maracujd, a formag¢do de microcalos

provenientes dos protoplastos em divisdo.
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Figura 23 — Micrésporos do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, cultivado
em meio K8 1x e gotas de agarose, apds seis dias de cultivo apresentando mudancas
estruturais que podem indicar multiplos vaciolos na célula ou entrada de dgua na célula.

Ap0s esses seis dias ndo foi verificada evolugdo nessa mudancga de estrutura que
levasse ao rompimento de exina e entrada do micrésporo na rota esporofitica.

Se os micrdsporos iniciaram uma divisdo celular e ndo deram continuidade ao
processo entrando em embriogénese somdtica ou formacdo de calos, pode estar
associado ao excesso de 2,4 —-D no meio de cultivo. Esse hormonio tem o papel de
induzir as células a entrarem em divisdo, ou seja, € necessario apenas como fator inicial,
nio sendo necessdrio seu uso ao longo do cultivo para nio prejudicarem o processo. A
alta dose de 2,4- D, assim como outros fatores estressantes aplicados na célula induzem
a producdo de proteinas que segundo KIVIHARJU & PEHU, 1998 seriam responsaveis
pela reprogramacdo da célula e pela prote¢do a condicao estressante.

Segundo MATOS (2006) em cultura de protoplastos de maracuja foi observada a
formacdo de bolhas ao redor dos mesmos (budding), que segundo essa autora podem ter
sido ocasionadas pelo excesso da exposi¢ao dos protoplastos ao 2,4-D, considerada uma
auxina que pode ser toxica. Assim com a retirada dessa auxina do segundo meio de
cultura foi verificada reducao na formacao de budding.

A partir desses resultados foram realizados cultivos em K8 1x modificado sem

2,4 —D, buscando reduzir a concentragdo desse hormonio ao meio gradativamente. Apds
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dez dias as placas foram descartadas com contamina¢do bacteriana o que ndo permitiu

acompanhar o desenvolvimento desses micrésporos.

Experimento 5

O experimento cinco foi dividido em dois tratamentos de troca de meio, onde o
meio fresco a ser adicionado a cultura foi misturado de duas formas: T1, (placas 1 e 3)
que constou de diluicdo gradativa de meio K8 1x normal com K8 1xsem 2,4-D e o T2
(placas 2 e 4) que constou de diluicdo gradativa entre os meios K8 1x normal e K8 1x

sem hormonio.

Ap6s dois dias de cultivo a placa 4 apresentou um micrdsporo com mudangas
estruturais caracteristicas de um micrésporo multicelular com quatro divisdes bem
distintas apontadas pelas setas (FIGURA 24). Essa mudanga estrutural possivelmente
estd mais associadas ao periodo de choque térmico de seis dias (8 + 1°C), do que ao
meio de cultivo. Esse micrésporo podem ter sofrido inducdo durante o periodo de
choque e com a presenca de meio rico em nutrientes e vitaminas ter dado continuidade

rapidamente ao processo de uma possivel divisdo celular.

Figura 24 - Micrésporo do cultivar de feijao (P. vulgaris L.) IAC- Alvorada, cultivado
em meio K8 1x e gotas de agarose (placa 4), apds dois dias de cultivo com mudanga
estrutural semelhante a um micrésporo multicelular.

Ao longo de 12 dias de cultivo a placas 2, que recebeu na troca de meio a

mistura de K8 normal com K8 sem hormdnio ndo apresentaram mudangas estruturais
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caracteristicas de divisdo celular. Da mesma forma aconteceu com as placas 1 e 3 que
receberam na troca de meio a mistura de K8 normal com K8 sem 2,4-D. Em ambas as
placas foram somente observadas mudangas estruturais desuniformes que caracterizam
micrésporos invidveis possivelmente pela maceracdo das anteras como ja descrito e

mostrado anteriormente.

Experimento 6

Assim como no experimento cinco este experimento foi dividido em dois
tratamentos de troca de meio, onde o meio fresco a ser adicionado a cultura foi
misturado de duas formas: T1 (placas 1, 3 e 5) que constou de diluicdo gradativa de
meio K8 normal com K8 sem 2,4-D e o T2 (placas 2, 4 e 6) que constou de dilui¢io
gradativa entre os meios K8 normal e K8 sem hormonio.

No dia do isolamento dos micrésporos foram observadas mudancas estruturais
em todas as placas caracteristicas de micrésporos invidveis. Provavelmente devido ao
processo de maceracao das anteras como ja mencionado acima em outros experimentos.

Ap6s seis dias de cultivo foram observadas ainda, esses mesmos danos nos
micrdésporos € ndo houve observacdo de mudancas estruturais que caracterizem divisao

celular.

4.2.2.4 Consideracoes gerais sobre os experimentos de cultivos de micrésporos

isolados

Como se pode observar nos experimentos 1, 2, e 5 foram verificadas mudangas
na estruturais nos micrésporos que se assemelham a divisao celular (FIGURAS 19, 20 e
24). Nao se pode afirmar qual desses meios foi melhor nesse processo uma vez que os
fatores que o influenciaram nio foram os mesmos para todos os experimentos, como por
exemplo, o nimero de dias de choque térmico de frio, a época de colheita dos
micrésporos e o estddio de desenvolvimento das plantas.

Nos demais experimentos 3, 4 e 6 ndo é correto afirmar que nido ocorreram
nessas células mudangas bioquimicas e estruturais que estejam ligadas as alteracdes que
levam a passagem da rota gametofitica para esporofitica, porém nao foram observadas
mudancas estruturais que pudessem caracterizar uma divisdo celular. Como citado por
BARNABAS et al. (1988) estudando a técnica em trigo, micrésporos capazes de se

adaptar ao estresse ambiental das condi¢des in vitro € sobrevivem nos primeiros trés

65



dias de cultivo sdo também capazes de seguir um caminho de desenvolvimento
esporofitico.

Para estudos futuros, onde € interessante se conhecer qual tratamento de choque
de frio ou meio mais eficiente na divisdo de micrésporos, seria interessante estudar
conjuntamente esses diferentes fatores a fim de poder realizar comparacdes entre eles.

No presente trabalho foram feitas somente observacdes ao nivel de morfologia
dos micrésporos e ndo ao nivel bioquimico, o que poderia ter facilitado, por exemplo, a
identifica¢do de proteinas envolvidas no processo de divisao celular. Uma técnica que
pode ser utilizada neste trabalho € a do calcofluor para a detec¢do de formacdo de
parede celular. Assim, trabalhos futuros, buscando repetir os presentes experimentos
deverdo ser realizados e posteriormente incluir técnicas que permitam afirmar

precisamente os processos que ali estardo ocorrendo.

4.4 Consideracoes Finais

4.4.1. Organogénese in vitro em feijao

A 1déia inicial do presente trabalho foi de otimizar o método proposto por CRUZ
DE CARVALHO (2000), adaptando alguns pardmetros conforme necessdrio. No
decorrer do trabalho, o insucesso obtido durante a realizagdo dos experimentos levou a
uma andlise detalhada deste método. Nessa etapa verificaram-se alguns detalhes que
provavelmente foram pontos criticos para ndo se conseguir reproduzir a técnica. Para a
regido do explante em experimentos preliminares foi utilizada a regido nodal entre os
cotilédones e primeiro par de folhas.

Epicétilos de plantas germinadas por 14 dias sdo alongados (cerca de 10 cm) e
provavelmente apresentam balanco hormonal diferente ao longo do seu comprimento, o
qual é um ponto importante a considerar na regeneracdo de plantas, o estddio fisiol6gico
do explante. CRUZ DE CARVALHO et al. (2000) mencionam a regido utilizada como
epicétilo, porém alisando a figura, no artigo cientifico, que demonstra a regido usada,
verificou-se tratar especificamente da regido nodal das folhas primarias.

Ao utilizar essa regido em experimentos do presente estudo, a partir de plantulas
germinadas por sete dias na presenca de luz, uma alta freqii€ncia de regeneracdo (em
torno de 51%) foi obtida. Apesar de ter sido realizado o corte das gemas axilares
visiveis do explante, trata-se de uma regido com muitas gemas dormentes o que de

alguma forma pode ter favorecido tal experimento. Com base nisso, ndo se pode afirmar
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que os resultados desse experimento sdo regeneracdo via organogénese direta ou
multiplicag@o de plantas proliferacdo gemas axilares.

Outro problema observado em nossos experimentos foi a rdpida oxidacao dos
explantes, onde em apenas um dia de cultivo, ja apresentavam escurecimento. Como
citado anteriormente, o feijao naturalmente apresenta grande quantidade de polifendis e
isso favorece a rdpida oxidag¢do dos explantes. Mesmo utilizando alguns antioxidantes
ndo foi verificada resposta positiva. Foi verificado que independente da presenca de
antioxidantes, explantes foram capazes de regenerar e nesses explantes a oxida¢do nao
aconteceu rapidamente. A presenca de células competentes no explante pode estar
relacionada a esse processo. Conforme observado, explantes que apresentavam células
competentes e regeneraram nao oxidaram rapidamente como aqueles que ndo
apresentaram essa caracteristica e que oxidaram em até um dia de cultivo.

Com base nessas informagdes, para experimentos futuros, verifica-se a
necessidade de um estudo detalhado de tempo de germinagdo e tamanho de plantulas
ideais a regeneracdo in vitro. Essa informacdo serd importante uma vez que definido o
estddio de desenvolvimento que propicie explantes com células competentes, facilita o
estudo de outros fatores que podem melhorar a regeneracao in vitro de feijao.

Para que as técnicas biotecnoldgicas estudadas nesse trabalho, sejam empregadas
com éxito ao programa de melhoramento de feijdo do IAC, é necessario que haja
prosseguimento nessa linha de pesquisa, a partir desses primeiros resultados obtidos.
Um protocolo otimizado de regeneracdo in vitro serd necessdrio para que outras técnicas
como, fusdo de protoplastos, transformacdo genética e androg€nese possam ser

aplicadas como ferramenta ao programa de melhoramento de feijao do IAC.

4.4.2 Androgénese em feijao

Os resultados obtidos com este trabalho inicial de cultivo de micrésporos
isolados foram de grande validade, uma vez que ndo ha na literatura trabalhos deste
porte na cultura do feijao.

Estudos basicos como conhecimento da relagdo de tamanho de botdo floral e de
desenvolvimento de micrésporos, assim como do fator de inducdo que altera a estrutura
morfoldgica do micrésporo sdo fundamentais para pesquisas em uma nova espécie.

Para se obter sucesso na técnica de cultivo de micrésporos dentro do programa
de melhoramento genético de feijao do IAC precisa haver persisténcia e dedicacdo, uma

vez que o estudo dessa técnica abre uma nova linha de pesquisa no grupo.
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Estudos mais avangados juntamente com a técnica de cultura de micrésporos
vém sendo aplicados em diferentes culturas como, por exemplo, o trigo por diferentes
grupos de pesquisa no mundo e sdo trabalhos que ja véem em andamento a mais de 15
anos. Assim, é importante salientar que, tratando-se de um trabalho precursor da técnica
dentro do programa de melhoramento de feijao do IAC, muitas barreiras ainda deverdao
ser transpostas para se conseguir novas descobertas e se atingir o objetivo de poder

utilizar a androgénese como ferramenta do de melhoramento de feijao.

5 CONCLUSOES

5.1 Organogénese in vitro em feijao

a) A regido nodal das folhas primdrias apresentaram células competentes a regeneracao
in vitro;

b) O 4cido ascérbico foi mais eficiente no controle da oxidacdo nas concentracdes de
0,14 uM e 0,3 uM para explanes da regidao nodal das folhas primdrias;

¢) O meio de germinagdo contendo 5 uM de 6-BA foi mais eficiente no proliferacio de
gemas em meio de indugdo acrescido com 10 uM de TDZ e

d) O meio de proliferacao de gemas contendo 1 uM de 6-BA, 3 uM de GAs e 10 uM
AgNO; propiciou maior numero de brotos (8,3) por dpice meristeméatico de caule

em relacido ao meio contendo somente 3 uM de GA3 (3,4).

5.2 Androgénese em feijao

a) A cultura de anteras ndo foi eficiente, no presente estudo, para estudos de
androgénese em feijdo, uma vez que foi verificada interferéncia de tecidos
somaticos;

b) Botdes florais de tamanho entre 2,5 e 4,5 mm apresentam microsporos
mononucleados;

¢) O periodo de seis dias de choque térmico de frio a (8 + 2°C) propiciou aumento de

6,2% de micrésporos induzidos em relagcdo a testemunha.
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d) A cultura de micrésporos isolados na forma liquida e gotas de agarose (0,6%) em
meio K8-P e em meio K8 na forma de gotas de agarose (0,6%) proporcionaram

modificagdes estruturais nos micrésporos que se assemelharam a divisdes celulares.
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